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l. tnfoAuclon et Ou

Ce trovoil réolisé ou loborotoire de Phormocognosie de l'Université de Metz
en colloborotion ovec les Loborotolres Dolisos o été effectué dons le codre
d'une Convention Industrielle de Formotion por lo Recherche, prise en chorge en
portie por l'Associotion Notionole de lo Recherche Technique. ll est consocré ô
lo sélection, ô l'oide de modèles in vitro, d'espèces végétoles ô effets
hépotoprotecteurs, ontioxydonts et onti-rodicoux libres; oinsi qu'ou
froctionnement et à lo puriflcotion des extroits les plus octifs. ll complète des
trovoux précédemment entrepris sur des substonces d'origine végétole
troditionnellement utilisées dons les offections de lo sphère hépotobilioire. A n'en
pos doutec le sujet supporte et mérite des regords différents, ne seroit ce qu'en
roison de l'extroordinoire richesse des remèdes proposés por lo trodition et des
énormes possibilités liées ô l'explorotion ethnophormocologique de ces
connoissonces.

Ainsi l'étude de lo phormocopée de moins d'une dizoine de poys ofricoins
permet de révéler plus d'une centoine d'espèces végétoles troditionnellement
utilisées dons ce type d'indicotions. D'outres phormocopées, sud-oméricoine,
jomo'icoine, osiotique ou européenne sont égolement très riches en remèdes
hépototropes. ll conviendroit noturellement de pondérer chocune de ces
données en fonction du mode d'utilisotion, en monothéropie ou en ossociotion;
du nombre de trodiproticiens les utilisont ou encore, si lo réportition
géogrophique de lo plonte le permet, des utilisotions inter-éthniques. D'une
monière générole, toutes les cultures reconnolssent un rôle de première
importonce ou foie. Son octivité peut être cloirement individuolisée ou perçue
de monière plus globole, ô coté de celle d'outres orgones, dons une oction
"dépurotive" ou de ndroinogen, ll n'est donc pos surprenont que lo médecine
troditionnelle, et même lo médecine populoire, s'oppuient dons ce domoine sur
un très lorge orsenol théropeutique.

Dons nos régions, les otfections hépotiques sont dominées por deux gronds
groupes étiologiques:

- les pothologies hépotiques de noture infectieuse.
- les pothologies hépotiques de noture toxlque.

Leurs expressions cliniques, biologiques ou encore histologiques sont
d'ollleurs sowent proches voire ldentiques, ce qul n'est pos sons poser des
problèmes de dlognostic dlfférentlel. Si, devont un tobleou d'hépofite, l'origine
lnfectieuse, dont l'ogent peut être très vorié, doit encore être recherchée en
premlère lntention, ll est, de plus en plus souvent, Indlspensoble d'évoquer lo
possiblllté d'une ottelnte toxique et notomment médlcomenteuse, Ces dernières,
en effet, sont une couse d'otteinte hépotique en progression, eu égord ô



l'occroissement constont de lo consommotlon médicomenteuse dons nos poys
développés. Lo prévolence de ces deux groupes o d,oilleurs tendonce ô
s'inverser ovec l'ôge. une éfude sur les couses d'hépotite oiguë, réolisée ô
l'hÔpltol Beoujon de 1974 ô 1984, est portlculièrement significotive ô cet égord
(Benhomou, 1986). Elle montre que, sl l'origine toxique n'est retrouvée que dons
l3oô des cos sur l'ensemble des odultes, loin derrière l'origine infectieuse; chez
les potients de plus de s0 ons lo noture toxique prédomine puisqu,elle
représente 51,506 des couses d'hépotite oiguë. Cette différence peut s'exptiquer
por un niveou de médicotion plus élevé dons ce groupe et proboblement por
une plus gronde senslbilité ô l'oction toxique du foit de lo diminution
physiologique de certoins méconismes de protection celluloire,

Bien évidemment, les otleintes chroniques peuvent, elles oussi, être de
noture toxique; lo cirrhose éthylique en est proboblement l,exemple le ptus
occompli.

Ces distinctions étiologiques ne se retrouvent pos dons lo pluport des
phormocopées troditionnelles ô visée hépotique où les usoges des extroits
végétoux sont justifiés en termes peu précis comme nindiqué dons les offections
hépotiquesn, ce qui peut recouvrir des pothologies extrêmement voriées, ou
encore por les termes "indiqué en cos d'ictèren, ce qui, sous un couvert plus
scientifique, reste peu précis. En effet, l'ictère est un slgne clinique et non une
molodie et. si certoins ictères occompognent une lésion porenchymoteuse,
d'outres comme ceux troduisont une otteinte primitive des voies bilioires ne sont
pos forcément synonymes d'otteinte celluloire. Enfin, certoins étots ictériques
peuvent opporoÎtre olors que lo sphère hépotobilioire est indemne (ictères
hémolytiques por exemple),

ll existe un outre point de discordonce entre les Médecines dites
troditionnelles et lo Médecine dite moderne. Les premières, molgré leur monque
de rigueur sémiologique, proposent une pléthore de remèdes. De très nombreux
exfroits végétoux sont utilisés de monière empirique en monothéropie ou en
ossociotion por les trodiproticiens. Plusieurs centoines de plontes sont oinsinlndlquées dons les offections hépotiqueso. Lo seconde, molgré des
connoissonces souvent très préclses des méconismes morbides et l'existence de
clossificotions étiologiques porfois très subtiles, ne propose qu,une gomme
théropeutique modeste, se résumont générolement ô de sovontes ossociotions
entre Mtominothérople et troitements substifutifs ô bose d'ocides ominés et
d'extrolts de fole lyophilisé. Certolns médicoments sont utilisés ovec bénéfice sur
des troubles extrohépotiques des ottelntes celluloires (prurit, trouble de to
coogulotlon, encépholopothie), mois des théropeutiques non subslifutives,
oglssont dlrectement sur lo cellule hépoflque sont peu nombreuses.

Le foit que les populotions pour lesquelles les Médecines troditionneles
demeurent lo forme prépondéronte de solns sont proboblement moins exposées



ou risque d'hépotite toxique que celles des poys plus industriolisés, ossocié ou
foit que lo pluport des hépotites oiguës, celles d'origine virole, sont
générolement spontonément résolutives, loisse ô penser que lo réputotion de
certoins extroits végétoux pourroit être usurpée, leur utilisotion ne folsont
qu'occompogner une guérison ocquise d'emblée.

Molgré ces restrictlons, les phormocopées troditionnelles représentent un
réservoir d'investigotions porticulièrement intéressont, qu'il s'ogisse de volider

scientifiquement un sovoir empiriquement ocquis, et por lÔ voloriser un
potrimoine culturel souvent négligé, ou de rechercher de nouvelles voies

théropeutiques.

Ce trovoil tenie de répondre ô un triole obiectif :

- Lo mise ou point de modèles phormocologiques, in vitro, représentotifs
des méconismes toxiques présents ou niveou hépotocytoire et odoptés ô
l'étude d'extroits végétoux bruts. Ce trovoil s'intéresse donc exclusivement oux
hépotopothies d'origine toxique dont les méconismes sont différents de celles
d'origine infectieuse. Ces dernières en etfet, molgré un tropisme hépotique
porticulier, répondent oux coroctères généroux des ogents viroux et boctériens
et de ce foit nécessitent des modèles d'étude d'une outre noture.

- Le screening d'extroits végétoux utilisés troditionnellement en roison de
leur vertu hépototrope, por ces modèles in vitro . Un certoin nombre d'espèces
végétoles dont les indicotions troditionnelles échoppent ô lo sphère
hépotobilioire sont égolement testées et permettent d'opprécier lo sensibilité des
tests proposés.

- Lo sélection ou terme de ce screening des èspèces les plus
intéressontes, ofin de poursuivre les investigotions tont ou point de vue
onolytique que phormocologique.

Ces trois porties sont précédées de lo présentotion ou cours de l'étude
bibliogrophique de deux points qui, bien qu'ils puissent poroître en morge du
sujet nous semblent tout ô foit essentiels.

Le premler polnt concerne le survol ropide de lo pothologie hépotique
d'orlgine toxique. ll n'o d'outre but que de roppeler que celle ci, molgré une
réponse ô l'ogresslon sowent stéréotypée ou niveou celluloire, ne se limite pos
oux seules hépotites, mols est exhoordinoirement vorloble dons ses troductions
morbldes, chocune possédont des formes cllnlques encore plus nombreuses.
Devont le poiymorphisme de lo réponse ô l'ogression toxique, le terme
générique d'hépotoprotecteur longtemps utllisé semble impropre cqr il suggère
un méconlsme de protecfion powont recouvrlr tous les ospects de lo molodie.



Le terme d'hépototrope sowent employé octuellement présente surtout
l'ovontoge d'être d'une précision minimole. Aussi ou cours de ce trovoil les
termes d'hépototrope, d'hépotoprotecteur ou encore d'ontihépototoxique seront
utilisés inditféremment.

Le second point est un roppel, volontoirement limlté, des voies d'octivotion
toxlque les plus souvent rencontrées. ll est cloir que les ogents responsobles de
l'hépototoxicité sont extrêmement vorlés rehdont ô peu près voine l'utilisotion de
tests houtement spéciflques de tel ou tel méconlsme d'octivotion porliculier. ll
est cependont possible, comme nous le verrons, de construire, en se bosont sur
les exemples cités, un modèle odopté ô cette étude.



g. téslons histolool

l- Roooelsur l'hélérooénéllé cellulolre : lobule ef oclnus.

L'unité de bose clossique ou nMeou du foie est le lobule hépotique, cette
entité introdulte por Kiernon en 1833 conespondont ô une systémotisotion
morphologique évidente ou vue de coupes histologiques, le porenchyme se
divisont en zones grossièrement hexogonoles oyont pour centre une veine
hépotique terminole (ou veine centrole) et étont limitées en périphérie por les
espoces portes ou niveou desquels on individuolise oisément une ortériole
hépotique, une veine porte et un conol bilioire. Cetie systémotisotion oboutit Ô
lo division du lobule hépotique en trois zones :

- une zone centrole ou centrolobuloire
- une zone périphérique ou périportole
- une zone intermédioire

Ces divisions se retrouvent ou niveou des descriptions onotomo-
pothologiques des lésions focoles (hépotite centrolobuloire por exemple.).
Cependont, le lobule de Kiernon ne représente pos une unité vosculoire
homogène puisque dépendont d'ortérioles hépotiques et de veinules portes
originoires de différentes bronches porentes. Roppoport propose une
systémotisotion fonctionnelle où l'unité de bose est représentée por l'ocinus
hépotique, Inégulier en toille et en forme, oxé sur une veine porte terminole de
moins de 40 p de diomètre, une ortériole hépotique terminole de 15 ô 5O p et
un conol bilioire (Roppoporf, l9é9). L'ocinus hépotique représente lo plus petite
unité vosculoire et fonctionnelle du porenchyme hépoTique puisque tous les
hépotocytes d'un même ocinus dépendent de lo même source vosculoire.
Cette strucfure peut égolement se diviser en trois régions :

- une région oxiole ou zone l, de port et d'outre de l'oxe vosculoire
offérent

- une région périphédque ou zone lll se terminont ou niveou des veines
hépotlques terminoles

- une région intermédioire ou zone ll située entre les deux précédentes

Cette systémotisotion rend compte de monière plus préclse du
chemlnement d'un toxique opporté por vole songuine ou niveou du
porenchyme hépotique. ll est possible d'étoblir des corréloflons entre les zones
déflnles por Roppoport et celles utillsées pour lo descrlption des lésions
hépotiques et dérlvont d'une divislon lobuloire. Lo zone centrolobuloire
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correspond ô lo zone lll de l'ocinus hépotique puisque toutes deux représentent
lo région voisine de lo veine hépotique terminole. Por contre lo situotion est plus
complexe ou niveou périportol puisque cette région correspond ô trois ocini
hêpotiques. Ces distinctions ou sein même du porenchyme hépotique peuvent
poroître subtiles mois elles permettent de mieux comprendre lo topogrophie de
certoines lésions de noture toxicologique, les populotions celluloires des
différentes zones n'étont pos équivolentes de por lo concentrotion de toxique
opporfé por voie songuine dons les différentes régions mois égolement de port
les potentiolités biochimiques de ces zones. Ainsi les enzymes respirotoires sont
plus nombreuses dons lo zone I proche de l'oxe vosculolre offérent olors que les
en4/mes microsomioles sont prédominontes dons lo région centrolobuloire.

lobule hépatioue

1 zone centrale ou centrolobulaire

2 zone intermédiaire

3 zone périphérique ou périportale

acinus hépatioue

1 région axiale ou zone I

2 région intermédiaire ou zone II

3 région périphérique ou zone III



It tvtonitestotlons o

L'otteinte hépotique d'origine toxique peut revêtir des ospects
onotomopothologiques et symptomotologiques voriés. Les lésions
porenchymoteuses sont les plus fréquentes et les plus obondomment décrites
mols les substonces exogènes sont égolement incriminées dons lo survenue de
diverses lésions vosculoires. Elles peuvent enfln induire ou fovoriser le
développement de tumeurs hépotlques bénignes ou molignes. Ces distinctions,
utiles d'un point de vue diognostique et pronostique, concernent les lésions
primoires ; une otteinte vosculoire primitive pouvont ovoir des conséquences
porenchymoteuses ou cours de son évolution ou réciproquement.

ll-l Aftelnles cvloloxlques ou cvfoMloues

ll- l - I Dêoénêrescence cellulolre

Elle représente souvent le signe d'otteinte hépotique le plus précoce pour
de très nombreux toxiques et est, le plus souvent, uniquement limitée ô des
modificotions histologiques. Celles-ci peuvenl se résumer ô une simple
ougmentotion de lo toille celluloire (bollonnisotion), diffuse ou ou controire
zonole dons le lobule, ovec occumulotion de glycogène et d'eou ou
proliférotion du réticulum endoplosmlque. Porfois des onomolies hépotocyloires
peuvent se voir sous forme de trinucléorisotion, d'onomolies mitotiques, de corps
ocidophiles ou d'infiltrot mononucléoire ô minimo.

Lo symptomotologie clinique est générolement obsente et, du point de vue
biologique, des élévotions enzymotiques (Al T, A.SAT, phosphotoses olcolines)
toujours modérées peuvent se rencontrer, L'oflotoxine Bl, lo diéthylnitrosomine,
l'océtylominofluorène, de nombreux hépototoxiques ô doses foibles mois
égolement certoins inducteurs enzymotiques comme le phénoborbitol peuvent
détermlner de telles modiflcotions qul, si elles se perpétuent, s'occompognent
de nécrose celluloire.

ll-l -2 Nécrose cellulqlre

Lo nécrose celluloire induite por des hépototoxiques chlmiques
(o méthyldopo, lsoniozlde) peut éventuellement être diffuse, touchont quetques
llôts celluloires por lobule (Rodmonn et coll.,l976; Mltchell et coll.,1976); mois eile



revêt le plus sowent l'ospect d'une otteinte focolisée dont lo sévérité dépend ô
lo fois du toxique incriminé et de lo susceptibilité de l'intoxiqué (idiosyncrosie).
Ainsl l'oflotoxlne Bl, l'ollyl formote, le sulfote de fer donnent une nécrose
pérlportole (Rees et Torlow,l967), le furosémide une nécrose de lo zone
intermédioire chez le rot (Wolker et coll.,l98l), olors que lo diéthylnitrosomine, le
tétrochlorure de corbone (Sloter,l966), l'holothone, l'océtominophène (Mitchell et
Jollow,1975), le bromobenzène (Reid et coll.,l97l) et d'une monière générole
tous les composés dont lo toxlcité s'exprime oprès métobolisotion touchent
préférentiellement les zones centrolobuloires.

Dons lo mojorité des cos les hépotites médicomenteuses ou chimiques ne
peuvent se différencier sur des critères purement histologiques des outres couses
d'hépotite. Cependont, sons être pothognomoniques, certoins ospects
histologiques sont plus évocoteurs, comme l'existence d'hépotocytes géonts
multinucléés lors d'hépotites è lo clométocine (Goldforb et cott.,t979) ou l'infittrot
inflommotolre sembloble ô celui de lo mononucléose infectieuse dons les
hépotites de lo diphényl-hydontoine (Mullick et lshokl980). De même, mois de
monière moins spécifique, un infiltrot inflommotoire de polynucléoires
éosinophiles ou des gronulomes épithélio'ides et gigontocelluloires suggèrent un
méconisme immunoollergique.

Les symptômes cliniques sont voriobles selon lo sévérité des lésions. lls
peuvent être totolement obsents ou ou controire se présenter d'emblée sous lo
forme d'hépotite fulminonte ovec encépholopothie hépotique. Entre ces formes
extrêmes tous les degrés sont noturellement observobles. Si l'on retrouve
générolement une onorexie, une osthénie, des nousées et un lctère (ce dernier
signe évoquont d'emblée une pothologie hépotique), il fout être
porticulièrement vigilont pour démosquer les éventuelles formes onlctériques ou
encore les cos où les monifestotlons extrohépotiques sont prédomlnontes. Ainsi
un rosh cutoné, une hyperthermie, des orthrolgies, présents ou cours de
phénomènes immunoollergiques, peuvent dominer le tobleou et égorer pour un
temps le diognostic. Ces demlers signes peuvent égolement constituer les
prodromes d'une hépotite virole qu'il convient noturellement de rechercher.

Biologiquement le signe essentiel est une forte ougmentotion des
tronsominoses dont le toux plosmotique évolue souvent porollèlement ô
l'étendue de lo nécrose. D'outres indices biologiques peuvent être touchés:
ougmentotion modérée des phosphotoses olcolines, ollongement du temps de
prothrombine, hypothrombinémie, ougmentofion vorloble Oes d Gf et des 5'
nucléolidoses. Lo mortolité por nécrose hépotique oiguë reste élevée, plus de
50 % pour certoines drogues.



ll-l -3 Gronulomofose hépoflque

Elle est coroctérisée por lo présence de gronulomes ou niveou du lobule
et de l'espoce porte qui opporoissent générolement dons les quotre premiers
mols de l'intoxicotion et s'occompognent d'une infiltrotion porTole ovec
lymphoqltes, histiocytes et surtout éosinophiles. Le diognostic repose
essentiellement sur l'exomen histologique.

Lo gronulomotose est le plus sowent osymptomotique mois peut, oprès un
certoin temps d'évolution, entroîner une hépotomégolie ou un ictère.
Hobituellement les onomolies hépotiques cèdent è l'orrêt du troitement
responsoble : ollopurinol, corbomozépine, phénylbutozone, quinidine, sulfomides
(Zimmermon,197 8; Stricker et Spoelstro, 1 975).

ll-l-4 Sféofose

Elle se définie por l'occumulotion de lipides, notomment de triglycérides,

dons les hépotocytes. On en distingue deux formes dont lo clinique, l'histologie
et l'évolution diffèrent.

ll-l -4-l Stéotose mocrovocuoloire

Lo cellule hépotique est occupée por une volumineuse vocuole lipidique,
unique refoulont le noyou en périphérie, due ô une proboble perturbotion des
méconismes d'excrétion hépotique des triglycérides.

Le plus souvent osymptomotique, elle peut porfois entroîner une
hépotomégolie et des douleurs obdominoles. Les médicoments les plus souvent
incrimlnés dons so survenue sont le méthotrexote, l'osporoginose et les
corticoides (Zimmermo n,197 8: Stricker et Spoelstro, I 975).

ll-'l -4-2 Stéotose microvocuoloire

Elle est coroctérlsée por lo présence de petltes vocuoles lipldiques sons
déplocement du noyou et semble être en relofion ovec une perturbotion des
phénomènes d'o4ydotion mitochondriole des ocides gros lors d'odministrotions ô
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fortes doses de cyclines, d'ocide volproique, de solicylotes (Stricker et
Spoelstro,'f 975; Totroni et coll.,l982; Zimmermon et lshokl982).

Les symptômes montrent le même spectre de sévérité que lors des
phénomènes nécrotiques. Souvent les signes sont bénins è type de nousées,
vomissements, élévotion modérée des tronsominoses mois dons certoins cos lo
stéotose peut s'occompogner de désordres hépotiques oigus, notomment d'une
insuffisonce hépotocelluloire sévère, voire mortelle (tétrocyclines).

ll-l -5 Phospholloldose

Lo phospholipidose hépotique correspond ô une occumulotion de
phospholipides dons les lysosomes hépotocytoires. Elle se présente
histologiquement sous lo forme d'inclusions lomelloires introlysosomioles
opporoissont oprès un troitement prolongé por le moléote de perhexiline
(Pessoyre et coll.,1979) ou por l'omiodorone (Amstrong et coll,,1984), semblobles
ô celles observobles dons les phospholipidoses primoires comme les molodies
de Fobry, de Niemonn-Pick ou de Toy-Sochs.

Générolement osymptomotique, elle peut cependont dons certoins cos
revêtir l'ospect d'une hépotopothie pseudoolcoolique ovec corps de Mollory,
infiltrot inflommotoire ô polynucléoires neutrophiles et fibrose de degré vorioble.
Si l'évolution est générolement lentement régressive ô l'orrêt du troitement,
porfois l'otteinte hépotique peut continuer ô s'oggrover évoluont vers lo cirrhose
et lo mort des potients.

Dons le cos du moléote de perhexiline, l'hépototoxicité semble être en
relotion ovec le déficit génétique d'un isoenzyme du rytochrome P-450, déficit
qul oboutit ô une diminution de l'hydroxylotion du produit et è une
occumulotion du médicoment ou niveou des lysosomes hépotiques (Lûllmonn et
coll., l975).

L'omiodorone, connue pour être un inhibiteur des phospholiposes A1
lysosomloles, pourrolt égolement être concernée por un méconlsme sembloble.

Cependont les relotions enhe phospholipldoses et hépotopothies sont loin
d'être entièrement élucldées.
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ll-2 Attêlntes cholffi

L'opporition d'une cholestose peut dépendre de trois méconismes
différents :

- l'oltérotion de lo sécrétion bilioire por lo cellule hépotique.
- l'obstruction des conoux bilioires introhépotiques por otteinte des

petits conoux bilioires portoux,
- l'obstruction de conoux bilioires de gronde toille.

ll-2-l Choleslose olouë héoolocellulolre

ll-2-l-l Cholestose oure

Elle se coroctérise ou point de vue histologique por lo présence
préférentiellement centrolobuloire de dépôts de bilirubine sons lésions celluloires
ossociées. Les médicoments responsobles sont principolement les controceptifs
orou)Ç les ondrogènes onobolisonts et les oestrogènes (Zimmermon et
Lewis,l987). Lo troléondomycine, connue pour inhiber l'oxydotion des
oestrogènes, ougmente d'oilleurs considéroblement lo fréquence de l'ictère des
conTroceptifs oroux.

Cliniquement on retrouve générolement un ictère, un prurit, des urines
foncées et ou niveou biologique, une hyperbilirubinémie conjuguée et une
ougmentotion des phosphotoses olcolines et Oes { Gt. Lo régression est
constonte ô l'orrêt du troitement.

ll-2-l -2 Hépotite cholestotique

A lo cholestose, s'ossocient un infiltrot inflommotoire et une nécrose
hépotocytoire générolement modérée. Les médicoments incriminés sont très
nombreux. Dons certoins cos le méconisme toxique pourroit être
immunoollergique, l'otteinte hépotique évolue d'ollleurs fréquemment dons un
tobleou de rosh cutoné, d'hyperthermle, d'orthrolgies; slgnes d'hypersensibitité
très hobituellement obsents dons les cos de cholestose pure. Les hépotites
cholestotlques régressent générolement ô l'onêt du lroitement, porfois une
cholestose chronlque peut persister. Lors d'lntoxlcotlon médlcomenteuse lo
mortollté est foible, molns de I % des cos.
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ll-2-2 Choleslose olouë por otlelnfe des oeflfs conoux blllolres

Lo cholongite oiguë se coroctérise por des lésions inflommotoires ou

niveou des conoux bilioires portoux. Sowent ossociée è une cholongiolite, elle

se monifeste cliniquement comme une hépotite cholestotique et peut simuler

une obstruction oiguë des voies bilioires. Elle o été retrowée lors de prise

d'ojmoline, d'ollopurinol, de corbomozépine, de chlorpromozine ou de
phénytoine (Loney et Erlinger,1988; Lorrey et coll.,1987).

ll-2-3 Cholesfose olouë por oflelnle des oros conoux billolres

Elle peut survenir dons des circonstonces tout è foit porticulières comme
l'odministrotion hépotique directe de floxuridine ou cours du troitement des
métostoses hépotiques de certoins concers coliques (Kemeny et coll.,l987),

lll-wtonltestotlo

. ltt-t Seotoses et Pn

Les slgnes histologiques et cliniques restent générolement identiques ô
ceux décrits précédemment. Le risque d'intoxicotion chronique, dû ô lo
poursuite des troitements impliqués devont un tobleou osympfomotique ou ô un
relorgoge progressif ô portlr d'un site de stockoge tissuloire oprès orrêt du
troitement, est llé ô l'opporition d'une fibrose voire d'une cirrhose en relotion
ovec une otteinte nécrotique secondoire.

lll-2 Héootlfes chronlques:

Un toxique responsoble d'une nécrose hépotocytoire oiguë peut entroîner
une hépotite chronique lorsque :

- l'hépotlte oiguë lnitiole, osymtomotlque, posse inoperçue
- le toxlque responsoble n'o pu être identlflé et continue ô être
odmlnlstré
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- le toxique, bien qu'identifié, o été rêodministré
- lo molodie hépotique continue ô évoluer molgré l'orrêt de

l'exposition toxique, en roison d'un phénomène de relorgoge ou d'un

méconisme outoimmunitolre.

lll-2-l Hépollle chronlque perslslonfe

L'hépotite chronique persistonte qui se prolonge de nombreux mois (plus

de 6 mois) évolue, en règle générole, fovoroblement. Elle se coroctérise du
point de we histologique por une portite, l'infiltrot inflommotoire étont limité Ô
l'espoce porte; une fibrose limitée peut égolement s'observer, le mur portol n'est
pos fronchi et les lésions hépotocytoires sont donc minimes.

Les symptômes cliniques peuvent être obsents ou se résumer ô un ictère et
des signes non spécifiques.

Les monifestotions biologiques sont modérées souvent è lo limite de lo
normole,

lll-2-2 Hépofife chronlque octlve

L'hépotite chronique octive est coroctérisée por un inflltrot inflommotoire
portol et lobuloire, une fibrose plus ou moins extensive, Une nécrose
hépotocytoire fronche. En Fronce, les médicoments les plus souvent impliqués
ont été : l'oxfphénlsotine (retirée), l'ocide tiénilique, lo clométocine, l'olpho
méthyl dopo, le méthotrexote, lo popovérine, le suloctidil.

Le tobleou clinique est vorioble, on retrouve souvent une osthénie, une
hépotomégolie, un lctère.

Du point de vue biologique, les tronsominoses sériques sont êlevées, les
phosphotoses olcolines normoles ou modérément ougmentées, des signes
d'insuffisonce hépotocelluloire peuvent opporoître en cours d'évolution. Les
gommo globulines sériques, notomment les lgG, sont ougmentées et l'on
observe fréquemment lo présence d'onticorps onfi-tissus dons le sérum,
hobifuellement sous lo forme d'onlicorps onti-muscle lisse ou d'ontlcorps onti-
noyou; mols porfols, dons des cos plus spéciflques, d'ontlcorps onfi-mlcrosomes
et d'onficorps onti-mltochondrloux. Controlrement ô ce qui se posse dons les
hépotites outoimmunes, le tltre de ces outoonticorps tend ô diminuer oprès
l'intenrptlon du toique (Homberg et colt.,1985).
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!!!j!tÇEhose

Lo cirrhose hépotique, monifestotion terminole commune ô de très
nombreux toxiques, est coroctérisée por une destruction de l'orchitecture
lobuloire, une fibrose extensive, une nécrose hépotocyloire mojeure et
l'opporition de nodules de régénérotion. L'ensemble de ces perturbotions
oboutit ô trois types de conséquences qui sous-tendent lo symptomotologie
clinique :

- lo réolisotion d'une onostomose porto-cove introhépotique permeftont
le possoge dons lo circulotion générole de substonces non épurées, pouvont
oboutir dons certoines circonstonces pothologiques ô une encépholopothie
hépotique por ommoniémie.

- lo modiflcotion des régimes circulotoires ou niveou du réseou veineux
hépotique ovec instollotion d'une hypertension portole pouvont être responsoble
d'un syndrome oedémoto-oscitique ou d'une hémonogie viscérole.

- une déchéonce hépotocytoire morquée en fin d'évolution oboutissont ô
une insuffisonce hépotocelluloire ovec perturbotions métoboliques et troubles de
lo coogulotion.

lll-4 Atfelntes cho

Cholestose chronioue et cirrhose bilioire

Les hépotites cholestotiques oiguës pewent être suivles d'une cholestose
qul peut se prolonger plusieurs onnées oprès l'orrêt du troitement
(chlorpromozine, ojmoline, ontidéprésseurs tricycliques). Dons lo moJorité des cos
l'ictère finit por disporoître; porfois celui-ci persiste et une cirrhose bilioire se
constitue. Le tobleou clinique simule olors une clrrhose bilioire primitive ovec ô lo
biopsle un infiltrot inflommotoire et une destruction portlelle des conoux bilioires
lnterlobuloires et septoux dont le méconlsme, incomplètement élucldé, pourroit
être de noture outolmmune (Zimmermon,l978).
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lV- Les olfelntes hém

Les lésions, d'origine toxique, du système veineux efférent et des sinusoides

sont les plus courontes bien que tous les voisseoux du foie puissent être touchés.

V-t rcsOns Ou svst

lV-l-l Svndrome de Budd-Chlorl

Les controceptifs oroux peuvent conduire ô une complicotion rore mois

très grove, le syndrome de Budd-Chiori, qui représente l'ensemble des

monifestotions liées ô l'oblitérotion totole ou portielle de tout ou portie des

troncs des veines sus-hépotiques. De telles monifestotions sont trols fois plus

fréquentes chez les femmes utilisont des controceptifs oroux que chez celles

n'en utilisont pos (Vollo et Benhomou,'1988). Lo lotence clinique vorie entre
quelques semoines et plusieurs onnées et les relotions entre doses d'oestrogènes

et délois d'opporition ne sont pos cloirement étoblies (Zofroni,l983).

lV-l -2 Molodle velno-occluslve

Lo molodie veino-occlusive se définie por l'existence d'une oblitérotion
fibreuse non thrombotique des petites bronches des veines sus-hépotiques et
résulte générolement d'une couse exogène (Zofroni,l983): inodiotion, olcoloides
pyrolizidiniques contenus dons des plontes genre Crotolorio, Héliotropium ou
Senecio et surtout de médicoments ontinéoplosiques et immunosuppresseurs : 6
thioguonina cytosine-orobinoslde, mitomycine, uréthone, ozothioprine, ô
mercoptopurlne (Zofroni et coll.,l983). L'évolution peut se foire sur un mode
fulminont ou de monière chronlque vers lo clrrhose hépotique.

V-Z rcSons Oes slnu

Elles sont essentiellement représentées por lo péllose et lo fibrose
pêrisinusoidole.



1 6

lV-2-t Lo péllose

Lo péliose est due ô une oltérotlon de lo bonière sinusoidole se troduisont

por l'existence de lorges zones de communicotion loissont posser les globules

rouges de lo lumière du sinusoide vers l'espoce périsinusolrdol de Diss qui

devient diloté (Zofronl,l983; Zofroni et coll.,l984)'
Elle consiste en lo présence de covités de toille voriêe, disséminées dons

tout le porenchyme hépotique sons prédominonce topogrophique introlobuloire

porticulière et peut s'exprimer por une insuffisonce hépotocelluloire, une

hypertension portole ou un tobleou d'hémopéritoine mois reste de monière

générole osymptomotique, Elle semble le plus souvent de noture toxique et peut

opporoître ô lo suite d'une prise de stéro'tdes onobolisonts (Nodell et

Kosekl977), de controceptifs, de dérivés orsenicoux ou d'une exposifion

prolongée ou chlorure de vinyle (Vollo et Benhomou,l988; Zofroni et coll,,l983).

Elle o pu être reproduite expérimentolement chez l'onimol por odministrotion de

losiocorpine, de monocrotoline ou de phollo'idine (Allen et Corstens,l9Tl;

Tuchweber et coll.,l973).

lV-2-2 Lo flbrose périsinusoïdole

Lo fibrose périsinusoidole est elle oussi responsoble d'hypertension portole.

Son opporition o été notée ou cours d'expositions Ô l'orsenic, ou sulfote de
cuivre, ou chlorure de vinyle ou lors de prises de méthotrexote, d'ozothioprine,
de ômercoptopurine, de thorotrost oinsi qu'ou cours d'hypervitominoses A
(Zofroni et coll.,'1983). Certoins de ces ogents peuvent égolement déterminer
.l'opporition de péliose et une flliotion entre les deux étots morbides peut être
envisogée.

lV-2-3 Lo dllototlon pérlslnusoÏdole

So couse principole est lo prise de controceptifs oroux et plus rorement
d'ozothioprlne. Cette otteinte locolisée dons lo réglon périportole du lobule
hépotique est sowent osymptomotique mois peut entroîner dons certoins cos
une hépotomégolie et des douleurs obdominoles. So prévolence est ditficile ô
opprécier en rolson de so lotence cllnlque.
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lV-S Léslons des orfères hépqllEueE

Les troitements por oestroprogestotifs peuvent induire un époississement de
lo poroi de différentes ortères, notomment des ortères hépotiques,
Hobituellement osymptomotiques, ces lésions peuvent porfois conduire ô une
nécrose hémonogique multilobuloire.

V Tumeurs hépotlques:

V-t tumeurs OenUnes

Adénome et hvperolosie noduloire focole

L'odénome est une tumeur hépotique bénigne constituée d'hépotocytes
normoux disposés en trovées plus ou moins régulières de deux ou trois cellules
d'époisseur. Lo fréquence de cette fumeur poroît fortement occrue lors de prise

de controceptifs oroux de stéroides onobolisonts et ondrogéniques.
L'hyperplosle noduloire focole unique ou multiple, ô lo ditférence de

l'odénome, est constituée d'un nodule centrol duquel portent des éléments
fibreux formont un troctus stelloire. L'implicotion des oestroprogestotifs dons leur
genèse est moins évidente mois leur prise oggrove les onomolies vosculoires
observées dons ces deux types onotomopothologiques très vosculorisés et
fovorise leurs complicotions ô type d'hémorrogies introtumoroles ou sous
copsuloires et d'hémopéritoines qui peuvent être mortels.

V-Z tumeurs mollones

V-2- I Corclnome hépolocellulolre

Le corcinome hépotocelluloire est une tumeur moligne développée è portir

des hépotoqftes. ll peut foire suite ô une exposltion ô des stéroides
ondrogénlques et, dons ce cos, se disfingue de celul compllquont une cirrhose
cor il touche des odultes plus jeunes, donne molns de métotoses et
s'occompogne d'une élévotion en o foetoprotélne molns importonte.

De nombreux xênoblotlques ô usoge non théropeutique sont égolement
impliqués dons lo survenue de tels corclnomes, Leur structure chimique est
vorlée, dérivés oromoflques (benzène...), dérivês hologénés (chlorure de vinyle),
dérivés nltrés (nitroomines, nltroomides), oflotoxines. Lo pothogénie semble être
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en relotion ovec lo formotion ou cours de leur métobolisotion d'un corcinogène
ultime de fort pouvoir électrophile.

V-2-2 Anolosorcome

L'ongiosorcome hépotique est une tumeur motigne de lo cellule
endothéliole sinusoidole, So relotion ovec une exposition ou thorostrot, ou
chlorure de vinyle, ô l'orsenic, ou sulfote de cuivre semble bien étoblie. Ces
toxiques sont égolement responsobles de péliose et de fibrose périsinusoîdole
de sorte qu'une filiotion entre les lésions bénignes de lo bonière sinusoidole et
l'ongiosorcome est possible et o d'oilleurs été retrouvée expérimentolement
dons le cos du chlorure de vinyle chez les rongeurs.

Vl Ctosslticotlon

Plusieurs essois de clossificotion des lésions chimiquement Induites ont été
réolisés, Ces tentotives de relier modificotions histologiques et méconismes
biochimiques sont cependont délicotes, notomment en roison de l'évolution
constonte des connoissonces sur les processus d'octions toxiques.

Dons les onnées cinquonte (Drill,1952), les investigotions ont surtout porfé
sur les toxiques Industriels, CCl4, CHC|3, C6H6, Br%H" orsenic, phosphore, et de
ce foit les clossificolions comportent très peu de substonces utilisées en
théropeutique.

En 1959, Popper et Schotfner proposent une clossiflcotion bosée sur les
modificotions morphologiques et ditférencient oinsi cinq groupes de réoctions :

- un premier groupe correspond ô des oltérotions hépotocelluloires zonoles
sons réoction inflommotoire, se troduisont soit por une nécrose, soit por une
stéotose, mois toujours llmitées ô une région porticulière du foie. Le tétrochlorure
de corbone, un des chefs de file de ce groupe, est lorgement utilisé
expérimentolement ô cette époque; on lui reconnoît un certoin nombre
d'ovontoges, son métobolisme est blen connu mois se situe très loin de lo
clinique médicole.

- un deuxlème groupe conespond oux cholestoses introhépotiques; il
comporte des substonces sons onologle structurole (chlorpromozine,
chlorothlozlde, stéro'rdes, hypoglycémionts oroux), produisont chez un foible
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pourcentoge de lo populotion un ictère sembloble ô celui de l'obstruction
bilioire extrohépotique, sons relotion doseeffet et de confirmotion expérimentole
difficile chez l'onimol.

- un troisième groupe correspond oux nécroses hépotiques ovec réoctions
Inflommotoires, l'élément prépondéront étont l'évolution vers une nécrose
mossive et ditfuse (iproniozide, zoxozolomide, cinchophen).

- un quotrième groupe dénommé inclossoble ("unclossified group")
regroupe les modificqtions morphologiques qui n'entrent dons oucun schémo
porticulier,

- un cinquième groupe, enfin, rossemble les concers hépotiques

Zimmermon en 1968 propose une clossificotion plus complexe, prenont en
compte non seulement les oltérotions morphologiques mois égolement les
méconismes d'octions supposés et les circonstonces d'exposition. Cette
opproche est intéressonte cor elle permet d'introduire une notion nouvelle, celle
d'idiosvncrosie. En effet toute monifestotion toxique y est considérée comme
étont lo conséquence soit de l'oction d'un hépototoxique intrinsèque, soit d'une
monifestotion d'idiosyncrosie. Dons le premier cos, l'incidence est élevée, il existe
un etfet-dose et lo confirmotion expérimentole est focile chez l'onimol. Le
second cos s'oppose point por point ou premier et permet d'introduire une
notion importonte, concernont l'hépototoxicité humoine, qui est celle de lo
réoctivité de l'hôte, notion qui prend toute so dimension en phormocovigilonce.
Les oltérotions morphologiques décrites sont de trois types, cytotoxique,
cholestotique ou mixte, recoupont celles de lo clossificotion de Popper et
Schoffner.

Zimmermon dégoge égolement une différence liée oux circonstonces
d'expositions toxiques en distinguont un ospect toxicologique de surdosoge
chimique et un ospect iotrogénique pour lequel les lésions opporoissent lors
d'une utilisotion théropeutique oux doses hobituelles.

Enfin, il divise les hépototoxiques intrinsèques en deux groupes, les
hépototoxiques directs dont les lésions primoires sont de noture structurole, leur
chef de file étont le tétrochlorure de corbone et les hépototoxiques indirects
dont les désordres primoires sont de noture métobolique, le chef de file
expérlmentol étont lo D goloctosomlne.

Les tentotives de reller dons une même clossificotion les oltérotions
onotomoclinique et les méconlsmes d'octions toxiques ont, depuis, été quelque
peu obondonnées. Leur Intérêt reste surtout intellectuel dons lo mesure où
cliniciens et toxlcologues ont des préocupotions ditfêrentes, ce qui permet
l'exlstence de clossificotlons distlnctes, ô visée diognostique et pronostique pour
les médeclns et plus méconistique pour les toxlcologues.
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Si, dons l'ensemble, les trovoux de Zimmermon sont toujours de mise, il
foudroit ouJourd'hui y odjoindre un chopitre, proboblement promis ô un essort
porticulier dons les onnées è venit qui est celui des hépotopothies de noture
immunologique. Ces dernières peuvent opporoître suite ô une modificotion de
certoines molécules exprimées ô lo surfoce de l'hépotocyte du foit de l'oction
d'un métobolite réoctif, conduisont oinsi ô l'opporition d'un néoontigène
membronoire ou être en relotion ovec l'opporition d'onticorps onti-tissus
(ontinoyou, ontimuscle lisse, ontimitochondrie ou ontimicrosome) que l'on
retrouve égolement dons les cos d'hépotites chroniques octives outoimmunes ou
de cirrhoses bilioires primitives. Les processus induisont de tels méconismes
immunologiques restent incomplètement expliqués, mois demeurent cependont
trlbutoires de lo formotion princeps d'un métobolite réoctif, les désordres
immunitoires n'étont qu'une expression physiopothologique porticulière.

Nous venons de voir que les expressions morbides liées ô une otteinte
hépotique peuvent être extrêmement voriées, et encore n'ovons nous évoqué
que les seules étiologies toxiques. En oucun cos elles ne souroient être réduites,
du point de vue clinique, oux seules "hépotitesr', même si celles-ci sont
proboblement les otteintes les plus fréquentes et sons oucun doute celles dont
l'obord expérimentol reste le plus oisé. Por conséquent, l'utilisotion du terme
d'hépotoprotecteur, très lorgement utilisé en phytothéropie, est d'un intérêt tout
relotif s'il ne s'occompogne pos d'une référence précise ô lo pothologie qu'il
est censé souloger. Aussi les indicotions très vogues retrouvées dons les
phormocopées troditionnelles, ou du moins lo pouvreté sémiologique de leurs
tronscriptions écrites, offoiblissent quelque peu lo démorche
ethnophormocologique dons lo mesure où d'éventuels effets sur le porenchyme
hépotique, sur lo sécrétion bilioire voire sur de simples désordres digestifs sont
décrits por un terme unique, l'hépotoprotection.

Lo précision sémiologique est d'oilleurs porfols foussement rossuronte et
d'une monière générole lo description des effets d'une drogue est toujours utile.
Le cos de Ziziphus mouritiono en est une porfoite illustrotion. Cette espèce
retrouvée dons lo phormocopée du Niger sous lo rubrique n hépototropes",
bénéficie d'une lndicotion clinlque plus complète. On précise que cette espèce
est utilisée en cos n d'ictère ovec oedème et oscite (cirrhose)". Cette précision,
rore, est d'outont plus Intéressonte que lo situotion oinsi décrite peut
correspondre ô une cirrhose décompensée, étot pour lequel lo théropeutique
ocfuelle demeure, molheureusement, purement symptomotique. Lo descrlption
de l'effet d'une décocflon de rocines de cette plonte est olnsi rédigée : "l'etfet
dluréflque est fronc et ropidetr; ll est donc fort proboble que le bénéflce tiré por
le potient de l'utlllsotion de Ziziphus mouritiono soit, lô encore, de noture
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purement symptomotique. Cette espèce devroit donc en toute logique être
clossée dons lo cotégorie des diurétiques et non dons celle des hépototropes.

Si les phormocopées troditionnelles permettent d'étoblir une première
sélection pormi les espèces végétoles potentiellement octives sur les désordres
hépotiques ou sens lorge, seul le développement de techniques in vitro,
copobles d'un screening ropide et économiquement occeptoble, permetTro de
cibler plus précisément l'oction de ces drogues et notomment d'évoluer leur
potentiel onti-toxique ou niveou de lo cellule hépotique. Encore foudro-t-il que le
modèle expérimentol utilisé corresponde ô un méconisme toxique suffisomment
générol pour être représentotif des nombreuses voies d'octivotion toxique
pouvont être rencontrées dons l'orgonisme.
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C. MECANISMES TOXIQffi

lConslOCrotions oén

Lo toxicité d'une substonce chimique dépend d'un cerloin nombre de
méconismes séquentiels qul conditionnent son devenir et l'intensité de ses effets
biologiques. Certoins, comme l'obsorption, lo distribution tissuloire, l'excrétion, ne
seront pos évoqués ici molgré leur importonce concernont lo disponibilité du
toxique ou niveou de son site d'oction. Seuls seront envisogés les méconismes
celluloires de biotronsformotions pouvont oboutir ô un effet préjudicioble ô
l'économie celluloire et en porticulier ô lo cellule hépotique ; le foie représente,
en etfet, l'orgone cible de choix en roison de son rôle prépondéront ou cours
de ces tronsformotions, Cette évocotion ne se veut, ni ne pourroit, être
exhoustive tont les méconismes sont divers et les voriotions individuelles
nombreuses. Elle n'o d'outre but que de montrer, devont lo diversité des
méconismes mis en jeu, que le concept même de substonce ou d'extroit
végétol hépotoprotecteur ne peut s'oppliquer que dons un codre restrictif, limité
ô un méconisme biochimique ou è une voie toxique bien déterminés.

D'une monière générole, les tronsformotions métoboliques d'un
xénobiotique consistent en lo tronsformotion enzymotique d'un composé
lipophile en un composé plus poloire, l'ougmentotion de l'hydrosolubilité se
troduisont por une diminution des copocités de possoge tronsmembronoire et
de l'offinité envers les protéines tissuloires ou plosmotiques, por une
ougmentotion du degré d'ionisotion, por une excrétion plus oisée et donc ou
totol por une toxicité moindre.

L'occroissement de lo toille et de lo polorité d'une substonce xénobiotique
se réolise por des réoctions de couploge entre cetfe dernière et des composés
endogènes : hydrocorbones (oc. glucuronique), ocides ominés (glycine),
oligopeptides (glutothion) ou encore por des réoctions d'océtylotion, de
méthylotion ou de sulfonotion. Ces réoctions dites de conjugoison ou réoctions
de phose ll, extrêmement communes, ne peuvent se réoliser que si le toxique
possède certoins groupements fonctionnels (OH, NH2, COOH, SH) sur lesquels le
conJugont vient se flxer por oddition.

Sl quelquefols des conJugoisons directes sont possibles, en règle générole,
les toxiques nécessltent une tronsformotion préoloble , réoction de phose I ou
de fonctlonnolisotion, qul permet de créer ou de rendre occessibles les
groupements précédemment cités et dont l'existence conditionne les possibilités
de conJugoison. Sl les rêoctions de phose ll se troduisent presque Invorloblement
por une dlminutlon de lo toxicité, celles de lo phose I peuvent foire opporoître,



2 3

dons certoins cos, des métobolites dont lo toxicité est supérieure ô celle des
composés porents . Bien que de nombreux tissus soient ô même d'obriter ces
réoctlons, le fole, por so slfuolion et surtout por so dchesse enzymotique est le
principol orgone de lo biotronsformofion des xénoblotiques et ll est de ce foit
porticulièrement otfecté por les réoctions de toxificotion liées ô ces
métobolisotions. Ces réoctions ont lieu dons lo gronde mojorité ôes cos ou
niveou du réficulum endoplosmique des cellules hépotiques où le système des
monool/génoses ô fonclion mlxte Joue un rôle tout ô foit prépondéront.
Cependont, ces tronsformotions sont porfois réolisées por des élêments non
microsomioux comme les mitochondries ou le cyfosol. Enfin, d'outres orgones
porticipent égolement ô ces métobolisotions de monlère hobifuelle (poumon,
rein, trocfus gostrointestinol) ou occosionnelle (rote, cerveou, coeuc lesticule,
muscle, surrénole, rétine).

I formotlon A'epoxlæ

L'oxydotion microsomiole peut entroîner lo formotion de composés
intermédioires ô type d'époxides por ouverture de lo double lioison tont pour
des composés oromotiques qu'oléofiniques.

OH

OH

époxide dihydrodiol

\ /
c-c

/ \ / \

o

C=C 'c- /
' l  l \
HO OH

1,2 diol

----- )

époxide

L'exislence de mêtobolites dérfuont d'un époxide o été mise en évldence
pour de très nombrerx composés oromoliques comme le benzène, le
nophtolène, l'ontrocène, le phénontrène, le pyrène le benzontrocène. D'outres
corcinogènes pofenliels comme l'oflotoxine B, forment égolement un époxide,
tout comme des holoolcones (l-bromoolcone) ou des olcènes hologénés
(chlorure de vlnyle). Ces époxldes sont responsobles d'olkylotlon ou d'oMotion
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por lioisons covolentes sur des sites nucléophiles des mocromolécules celluloires,

notomment ou niveou de leurs groupements thlols et sont impliqués dons les

méconismes d'initiotion de lo concérogénèse des hydrocorbones polycycliques

et de l'hépototoxicité des holobenzènes.

lll N-hvdroxvlollon

lll-l Amlnes ef omldes

ll existe de nombreux orguments concernont l'importonce de lo N-

hydroxylotion dons les méconismes toxiques. Cette hydroxylotion peut

proboblement se réoliser por deux méconismes différents selon qu'elle est

cotolysée por une monooxygénose ô flovine (mêconisme ionique) (Ziegler,1980)

ou une monooxygénose ô cytochrome P-450 (méconisme rodicoloire) (White et

Coon,l980). Dons ce dernier cos, lo N-oxygénotion ne concerneroit que les

orylomines, les N-orylomines, les corbomotes et d'une monière générole les

composés ne possédont pos dlhydrogène sur le corbone; en effet, les

olkylomines oboutissent ou niveou du cytochrome P-450 ô une C-hydroxylotion

oprès réorrongement rodicoloire, ce qui permet secondoirement une N-

déol$otion. Les hydroxylomines sont les premiers produits de l'oxygénotion des

olkyls ou des oryls omines primoires ou secondoires.

(o)
R-NH2- - - - ->R-NHOH

(o)
R . N H -  R . - . . . >  R .  N  -  R

ôn

Lo stobilité de ces hydroxylomines est limitée en présence d'oir ou
d'outres oxydonts, notomment pour les orylhydroxylomines et lo toxicité de cette
closse peut être en relotion ovec lo formotion d'un cotion rodicol très réoctif lors
de leur décomposifion (Kodlubor et coll.,1976). D'outre port, les hydroxylomines
sont focilement oxydées en de nombreux produits dont lo noture dépend du
nombre et du type de substituonts portés por l'ozote:

Les oMhydroxylomlnes sont oxydées en dérivés nitroso qui pewent

secondolrement réoglr ovec des omlnes ou des hydro4ylomlnes pour donner des
composés ozo ou ozoxy.

At -NHOH -----> Ar - N = O
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Les hydroxylomines oliphotiques primoires sont oxydées en oximes

relotivement stobles.

R-CH2-NHOH

Les hydroxylomines issues d'omines secondoires portont ou moins une

choîne oliphotique peuvent former des nitrones, plus réoctives et susceptibles

d' ottoques nucléoPhiles.

OH
R - cH2 - tI .n -----> R - cn * ti -n

Lo N-oxygénotion d'omines tertioires, oromotiques ou oliphotiques, donne

des omines oxides stobles qui, dons leur gronde mojorité, sont moins toxiques et

moins octives que les omines porentes (Chosseoud,l973)'

Les ocides hydroxomiques sont les produits initioux de l'oxydotion des

omides. Les ocylhydroxylomines sont extrêmement diverses; les ocides

orylhydroxomiques sont générolement beoucoup plus stobles que les

hydroxylomines,dont ils possèdent certoines propriétés, mois peuvent donner des

dérivés N-O ocyls réoctifs.

lll-2 Hvdrozvnes

Les hydro4ynes sont pormi les dérivés ozotés les plus toxiques; ceci est
porticulièrement vroi pour les composés industriels mois o égolement entroîné le

retroit du morché de certoins médicoments en roison de lésions

hépotocelluloires. Ces hydrozynes sont oxydées en diozènes qui forment

secondoirement des hydrozones (Lemol et coll.,l973).

R'CH2'NH-NH2 " - -', R-CH2'N=NH-----> R-CH=N-NH2

Les méconismes exocts de lo toxicité sont peu connus; lls pourroient

consister en une inhibition des monoomines oxydoses et, pour certoines

hydro4ynes méthylées, porticulièrement sensibles Ô lo N-oxydotion, en l'opporition

d'un rodicol llbre trlchlorométhyl.

CH3-NH-NH 2 
- - - - -> CH3-N-NH

!
a

t,

CH3'+ N2

o
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L'opporition de formes rodicoloires est égolement envisogée ou cours de
lo métobolisotion de certoines hydrozines utilisées en théropeutique humoine :

- l'ioroniozide -

Utilisé en théropeutique comme ontidépresseur, ll foit portie du groupe des
inhibiteurs de lo monoomlne oxydose. ll subit une hydrolyse oboutissont è l'ocide

isonicotinique d'une port et ô l'isopropylhydrozine d'outre port. Ce dernier
composé, oprès oxydotion ou niveou du cytochrome P-450 puis

déshydroXflotion, donne noissonce è un composé azo oliphotique pouvonf

former un rodicol libre isopropyle, CH3-'CH-CH3, qui peut se fixer oux
mocromolécules celluloires ou induire un processus peroxydotif.

Bien que l'élévotion des tronsominoses soit fréquente (10 à 20 0/o des
potients troités), l'incidence des ictères n'est estimée qu'ô I 06 et celui des
hépotites mortelles è 0,2 %, L'ictère est en relotion ovec une hépotite por

nécrose celluloire, sowent extensive, opporoissont I ô 3 mois oprès le début du
troitement. Lo cholestose est secondoire. Les signes immunoollergiques sont
rores; cependont un onticorp ontimitochondriol spécifique, l'onti M6, o été
découvert chez les potients otteints d'hépotite ô l'iproniozide, Un double
méconisme, toxique et dons certoins cos immunitoire, semble donc pouvoir

exister (Homberg et coll.,l985).

- l'isoniozide

Lorgement utilisé dons le troitement des tuberculoses, il peut entroîner des
lésions hépotiques ô type de cytolyse chez 0,5 è 2 o/o des potients troités. Ce
risque ougmente lors d'utilisotion concommitonte de rifompicine en roison de
l'effet inducteur de cette dernlère. Lo toxicité peut s'exprimer por un méconisme
identique ô celui décrit précédemment pour l'iproniozide, cette voie semble
cependont occessoire chez l'homme, Lo voie principole de métobolisotion
comporte en etfet une océtylotion de lo molécule d'isoniozide formont
l'océtylisoniozide. Après scission du résidu isonicotinique por hydrolyse,
l'océtylhydrozine peut subir une seconde océtylotion en diocétylhydrolne mois
surtout une hydro4ylotion ou niveou des qltochromes P-450 oboutissont ô une N-
hydroxy-océVlhydrozine puis ô un océtyldiozène instoble. Lo nécrose celluloire
est consécutive ô une otteinte des mocromolécules celluloires por lioisons
covolentes dons lesquelles le groupement océtyl est retrowé en entier. Ce foit
permet de suspecter l'existence de deux métobolites toxiques ultimes potentiels,
l'ion océVl-omnium et le rodlcol océtyl, sons que les produits formés pulssent
préférentier une forme chimlque por roppori ô l'outre (Mitchell et coll.,l976).
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- Les outres hvdrozines thérooeutioues

Lo toxicité d'outres hydrozines utilisées en théropeutique semble plus
discutée. Lo phénelzine, qui donne expérimentolement des ongiosorcomes
hépotiques chez lo souris, et lo phéniprozine pewent entroîner des lésions
hépotiques sévères olors que l'isocorboxocide et l'hydrolozine s'ovèreroient
moins hépototoxiques. Cette loxicité différentielle est proboblement en relotion
ovec lo strucfure chimique, dons lo mesure où les trois composés qui poroissent
les plus ndongereuxn, l'lproniozide, lo phéniprozine et lo phénellne, pewent tous
trois oboutir ô lo formoTion d'un rodicol libre ou sein duquel peuvent opporoître
des phénomènes de résonnonce électronique ou de réorrongemenis
rodicoloires internes les rendont plus stobles.

lll-3 Dérlvés N nltrosés

Lo responsobllité des nitrosomines et des nitrosomides dons lo
concérogénèse est reconnue chez l'onimol et fortement suspectée chez
l'homme. Dès '1954, Bornes relève lo toxicité de lo diméthylnitrosomine chez
l'homme et en 1956 Mogee démontre le powoir concérigène de ce composé
chez le rot où des doses de 200 ppm entroînent lo mort en 5 ô 6 semoines suiie
è des lésions hépotiques groves et celles de 50 ppm l'opporition de fumeurs
hépotiques molignes en moins d'un on. Ce pouvoir concérigène est retrouvé
chez le rot pour 80 06 des nitrosomines et pour toutes les nitrosomides ; de
nombreuses outres espèces onimoles y étont égolement sensibles. Ce powoir
résulte de lo formotion d'un métobolite réoctif ol$lont produit è lo suite de
l'hydroxylotion microsomiole de l'ozote.

R.CH2
\

(o)
N-N=O

RCOH
R-CHOH\ 

/
-N-N=O _I__7 R'_NH_N_O

R'/R'/

R'-NH-N=O

|V formes toxlques Oe t'

Vollô plus de cent ons que l'on solt que l'oxygène, essentlel ô !'expression
de lo pluport des systèmes vfuonts, peut dons certoins cos s'cwérer toxique.
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L'oxygène ô l'étot fondomentol est birodicoloire, il présente deux électrons
non opporiés de spin électronique porollèle. L'oxygène est donc un triplet, ce
qui explique son inertle por ropport oux structures orgoniques. Por opport
d'énergie suffisonte les deux électrons célibotoires peuvent s'opporier, on obtient
l'oxygène singulet f A g ô électrons uniformément poirés, exlrêmement
réoctionnel.

En règle générole l'o4ygène est utilisé dons les choînes respirotoires
mitochondrioles où il subit une réduction ô 4 électrons, por l'intermédioire de lo
cytochrome o4ydose. le tronsformont en H2O sons libérotion d'intermédioires
réoctifs qui restent liés ô l'en4yme. Dons certoins cos, l'o4ygène peut être réduit
pos è pos, ces étots de réduction intermédioires représentont les formes
toxiques de l'oxygène.

Lors de lo réduction monoélectronique de l'o4ygène, l'un des deux
électrons célibotoires est opporié, il ne reste qu'un seul électron non opporié,
l'O2 forme un rodicol libre, l'onion superoxydê, O2'-. Un degré de réduction
supplémentoire oboutit ou peroxyde d'hydrogène (H2O2), ce dernier pouvont ô
son tour être réduit en une nowelle forme rodicoloire, le rodicol hydro4yle ('OH).
Lo formotion du peroxyde d'hydrogène se foit por dismutotion de l'O2'- , soit
spontonée, soit cotolysée por lo superoryde dismutose, une molécule est réduite
tondis que l'outre est oxydée.

2H+ + 2 O2'' H2O2+ 02

En 1934, Hober et Weiss proposent lo formotion du rodicol hydroxyle selon
lo réoction :

O2'- * H2O2-----, 02 + OH- +'OH

Cette réoction devenue clossique est énergétiquement impossible ; en foit
elle doit être décomposée en deux étopes :

- lo première condult ô lo formotion d'.OH ô portir d'H2O2 en
présence de fer ferreux (réoction de FENTON)

H2O2+ Fe 2* -----t 02 + OH- +.OH * Fe 3*

- lo seconde permet lo réduction du fer fenique en présence d'onion
superoxyde qul se tronsforme en oxygène

Fe 3* * o2'- -----t 1e2* ,o,
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Lo présence simultonée de ter, d'onion supero4yde et de pero4yde
d'hydrogène permet donc lo créotion d'un cycle produisont le rodicol hydro4yle.
D'outres hydroperoxydes orgoniques et notomment lipidiques pewent, ô l'instor
du pero4yde d'hydrogène, former des rodicoux olkoxyles en présence de fer.

RooH * Fe 2* -----> Ro. + oH- *Fe 3*

De toutes ces formes toxiques de l'oxygène, le rodicol hydroxyle est de
loin le plus réoctif entroînont des réoctions d'oddition sur les mocromolécules
celluloires (protéines, lipides, ocides nucléiques) et êtont un redoutoble initioteur
de lo peroxydotion lipidique.

Lo toxicité de l'onion superoxyde o été très discutée (Fee et
Volentine,l9TT: Mc Cord et Fridovich,l969); ses propriétés se monifestent surtoui
dons les milleu< oprotiques comme les membrones celluloires où ll provoque lo
désestérificotion des phospholipides conduisont ô lo formotion de lysolécithines
en désorgonisont l'orchitecfu re membronoire.

Les métoux de tronsition ont un rôle très importont dons les méconismes
toxiques de l'oxygène. Outre lo réoctivotion des hydropero4ldes, te fer peut subir
des phénomènes de complexotion, ses orbitoles 3d s'hybrident ovec les oôltotes
2d du ligont (L) et il se produit olors lo formofion de deux sous-niveoux d'énergie
(splitting). .Si l'opport d'énergie du ligond est foible, le complexe présente 4
électrons célibotoires et se trowe ô l'étot nhigh spintr très réocTif.

Fe----fl E-------ITTJ 
tr

Eh

-.D l-1._
>L El'[lEW"

Ainsl coordonné, le fer peut réoglr ovec l'o4ygène pour former l'ion
perferryle consldéré comme oussl efficoce que le rodicol hydroxyle pour former
des hydropero4ydes.

ADp -Fe2+ * 02 -----r ADp -Fe3+:: z:o2"

Des expérlmentolions récentes ont montré que d'outres métoro< comme le
cuMe et le lnc complexés (ML) pewent réoglr wec l'H2o2 et former un

>L état

"high spin"

état
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complexe tronsitoire ML-'O2H- powont réogir directement sur certoins substrots
ovont lo décomposltion en 'OH.

Dons certoins cos, les composês oboutissont è lo formotion d'onion
superoxyde sont d'origine endogène, l'oérobiose ne powont se concevoir sons
l'exlstence de formes octivées de l'oxygène normolement prlses en chorge por
des systèmes de protection celluloire voriés, systèmes powont être dépossés
dons des circonstonces pothologiques précises . L'outoo4ydotion des quinones
réduites de lo choîne respirotoire mitochondriole lors de situotions post
onoxiques pounoit oinsi expliquer certoines lésions ceiluloires opporoissont
porodoxolement lors de lo phose de rêo4ygénotion des occidents vosculoires
cérébroux (Demopoulos et coll.,l979).

Les substonces xénobiotiques sont égolement è l'origine de formes
rodicoloires de l'orygène.

- Le Poroouol est un herbicide qui peut subir une réduction
monoélectronique por les flwoenzymes et former un cotion rodicol qui peut
secondoirement réduire l'o4ygène en onion superoxyde (Bus et Gibson,l976).

Pour des produits de structure ldentique, l'octivité herbicide est porollèle è
leurs potentiels de réduction. Cette octivité nécessite de l'oxygène et entroîne
une peroxydotion lipidique égolement retrouvée chez les onimoux intoxiqués. Les
intoxicotions ou Poroquot évoluent en plusieurs temps chez l'homme et
oboutissent oprès un stode d'hépotonéphrite oiguè ô une fibrose pulmonoire
gênérolement d'êvolution défovoroble (Smith et Heoth, I 97ô).

- Les dérlvés oromofloues ou hêfêrocvclloues nllrés

Les nitrobenzènes et plusleurs médlcoments ontiboctêrlens nitrés
provoquent ô houtes doses une toxlcité qul semble due ô une surproductlon
d'onlon superoxyde..Les composés de strucfure Ar1,lO2 sont rédults en présence
de nitroréductoses Intestlnoles ou hépotiques en onlon rodlcol ANO2 qul peut
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secondoirement se tronsformer en dérivés nitroso Arllt=O ou redonner le
composé porent en réduisont l'oxygène en onlon superoxyde (Boyd,l9g0).

Les nltrofurontoines et le méhonldozol pewent olnsl è forte dose
provoquer une toxiclté liée ô lo production d'o2'- et Hzoz (Mosson et
Holfzmon,l975).

- Les dérlvés qulnonloues ou oooorenfês

lls pewent subir une réduction monoétectronique et donner des
semiquinones sous l'oction de diverses flovoen4ymes (l\lADpH cytochrorne p-450
réductose. NADH ryiochrome b5 récluctose, NADH ubiquinone oxydoréductose).
Les strucfures semiquinoniques formées sont outoo4ydobles, redonnont les
quinones porentes en réduisont l'oxygène en onion superoxyde. Des substonces
comme l'odriomycine ou lo ménodione pewent subir un tel méconisme.
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ocide sulfénique, très réoctif, qui o tendonce ô réogir ovec d'outres thiols
formont olors l'ocide thiosulfênique puis l'ocide sulfinique. In vivo le glutothion
réogit ovec le premier produit d'oxydotion, l'ocide sulfénique, ce qui peut

oboutir ô une déplétion de ce qystème essentiel de protection celluloire.

V-2 Les rhloomlgleq

Les thioomides sont très toxiques chez l'onimol; certoins sont corcinogènes
(Fifzhugh et Nelson,l948); l'odministrotion oiguë oboutit ô une nécrose hépotique
(Borker et Smukler,1972), l'odministrotion chronique è des tumeurs hépoiiques.
Cefte toxicité est proboblement en ropporl ovec leur oxydotion en sulfoxydes
(sulfine) puis en ocide iminosulfinique (sulfène) (Coshmon et Honzlikl9El). Les
sulfènes s'hydrolysent donnont l'omide conespondont et du thiosulfote oprès
possoge por un intermédioire extrêmement instoble, le sulfoxylote (H2O2S).

s so"H
l l n 1 . 1 l -

R-C-NH2 --Y--> R-C-NH2 --Y--) R-C=NH

Çor.H o
l '  l l

R-C-NH + lfl H2O

Bien que peu électrophile, il peut cependont réogir ovec les nucléophiles,

comme les omines, oboutissont ô lo formomidine.

V-3 Les fhlocorbomldes

lls sont ropidement o4ydés en ocide formomidine sulfonique en possont
por l'ocide formomidine sulfénique et l'ocide formomidine sulfinique.

i" o soH foz o lort
RN=C-NH2

L'ocide formomidine sulfénique peut réogir ovec le glutothion, tondis que
l'ocide formomldine sulfinique se lie ou mocromolécules celluloires por oction
proboble sur leurs groupements ominés.
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V-3 leS_lhlocorbomof es

Les thiocorbomotes sont orydés en sulfoxides et sulfones

o oo oo
nlqn-8-s-n' --9--1 nruH-ë-3-r --9--> ruH-é-$-r

6
Des réoctions de corbomylotion secondoire pouvont opporoître ovec le

glutothion ou d'outres thiols

oo a
{ i l  l l

RNH-C-S-R'+ GSI{ -----) RNH-C-SG + R'SOI{

Certoins sulfoxydes pewent subir un réorrongement qui oboutit ô lo
formotion de 2-chloroocroléine, un puissont mutogène; c'est notomment le cos
des S-chloroltylthiocorbomotes. Lô encore l'expression de 1o toxicité semble en
relotion ovec le niveou celluloire en glutothion (Schuphon,l979).

H C I

R ,  O O  \ , /

\ l l f, l l
N-C-S l l

\,/\

CHCI=CCl-CHZSOH

cl

csn\^ 
P

R

R,O
\ l l

/,N-C-SCI
R

\ Î

/ 
N-c-sc

R

Vl Les composês holoqénês : productlon de rodicoux libres

Les composés hologénés représentent un voste groupe oux propriéTés
physico-chimiques et structuroles extrêmement voriées. Leur toxicité s'exprime
principolement por l'opporilion d'un rodicol libre ou cours de leur mélobolisotion
celluloire . Ainsi n'envisogerons nous dons ce chopître que cette seule forme
d'octivotion toxique bien que d'outres méconismes existent (por ex., époxidotion
du chlorure de vinyle).

Vl-'l Le lélrochlorure de corbone

L'utilisotion du tétrochlorure de corbone comme hépototoxique est
relotivement oncienne puisque les premières études histopothologiques de Wells
et Wlpple et de Spery dotent respectivement de 1908 et 1909. Deux méconismes
étolent olors retenus pour expliquer lo toxicité du CCl4 :

- une oction physlque de solvont des lipides membronoires
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- une voie métobolique oboutissont ô lo production d'ocide chlorhydrique,

bosée sur lo suggestion de Muller en l9l I et développée por Grohom selon

loquelle l'oction foxique du chloroforme est due è so tronsformotion en

phosgène qui lui-même oboutit por hydrolyse è l'ocide chlorhydrique.

2 CHC|3

En foit, il o follu otlendre les onnées soixontes et les trovoux de Buttler pour

ossister ou véritoble début d'explicotion de lo biooctivotion du CClo. Cet outeur
suggéroit en effet que le tétrochlorure de corbone ogissoit sur les constituonts
celluloires non pos por ses propriétés de solvont mois por une interoction
d'ordre chimique reposont sur le clivoge homolytique d'une lioison C-Cl ovec

formotion d'un rodicol libre (Buïler,196l), Le foit que l'événement primoire de

l'hépotoxicité du CClo soit représenté por so tronsformotion en rodicol libre est

oujourd'hui unonimement reconnu.
Lo première étope consiste en une réduction électronique du CClo ou

niveou du système NADPH cytochrome P-450 réductose'cytochrome P-450

ogissont comme une choîne de tronsport d'électrons. Le niveou exoct de lo
génèse du rodicol trichlorométhyl o dons un premier temps prêté è contreverse
entre les porfisons d'une octivotion ô proximlté de lo flovoenayme NADPH

dépendonte (Sloter et Sowyer,l9Tl) et les portisons d'une octivotion ou niveou
du cytochrome P-450 lui-même (Reiner et coll,,1972; Suorez et coll.,l97ô Wolf et

et coll.,]977). Cette dernière solution est octuellement retenue mois l'on pense
que le lieu d'octivotion pounoit ne pos être unique, les ditférents coenzymes du
cytochrome P-450 y porticipont de monière non identique et réogissont de
foçon différente selon les inhibiteurs enzymotiques employés (Sloter,l982). Cette
réduction monoélectronique foit opporoître un rodicol libre, le rodicol
trichlorométhyle'CCl3 dont l'existence o pu être mise en évidence de monière
formelle por des techniques de résonnonce poromognétique électronique
(Poyer et coll.,l980). Le rodicol trlchlorométhyle peut être le point de déport de
nombreuses monifestotions toxiques :

- interoction ovec des protéines ou d'outres composonts membronoires
ou voisinoge du lieu d'octivotion. L'impoct se sifue générolement ou niveou des
ocides ominés oromotiques, hétérocycliques ou soufrés et des doubles lioisons
sous lo forme de lioisons covolentes qul se troduisent por des perturbotions

fonctlonnelles et strucfu roles.

- Interoctlons ovec les nucléotides sous lo forme de lioisons covolentes ou
de tronsferts rodicololres,

- interoction ovec d'outres composés de voislnoge : ubiquinones,
glutothion, vltomine E.
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- interoction ovec les lipides conduisont Ô lo formotion de chloroforme

porollèlement ô l'initiotion de lo peroxydotion lipidique, le CHCI3 Pouvont lui-

même être secondoirement métobolisé en phosgène.

Le rodicol peut subir une seconde réduction ovec formotion de corbonion

trichlorométhyle 
-CClg powont de monière occessoire Ghr,l980; Kubic et

Anders,l98o) donner du chloroforme (Hine et coll.,l954); ou surtout, oprès

éliminotion chlorée, du dichlorocorbène qui peut oboutir ou mono4lde de

corbone por hydrolyse ou ou phosgène por interoction ovec le cytochrome P450

réduit (MonsuY et coll.,l980).

Enfin et surtout le rodicol 'CClg peut se lier ô l'oxygène pour oboutir ô lo

formotion d'une nouvelle entité rodicoloire, le rodicol trichlorométhylperoXf
.ooccl3 (Pocker et coll.'.|978)' houtement réoctif' pouvont induire une

lipoperoxydotion porollèlement Ô lo formotion d'un hydroperoxyde qui, oprès

réoction ovec le glutothion, oboutit ou phosgène (Monsuy et coll.,l980). Ce

rodicol trichlorométhylperoxy est un initioteur de lo peroxydotion lipidique plus

puissont que le rodicol 'CClg, olors que son interoction por lioisons covolentes

ou niveou des mocromolécules celluloires est proboblement plus foible, cor il

devroit olors posser por le stode intermédioire de rodicol 'OCCI3 pour former

une lioison stoble.

Force est donc de constoter que le toxique le plus lorgement utilisé

Jusqu'ô ce jour pour induire expérimentolement des lésions hépotiques possède

un métobolisme des plus complexes ou cours duquel opporoissent des produits

secondoires susceptibles de développer une toxicité propre (phosgène,

chloroforme, CO),

Vl-2 Holglhone

L'holothone peut égolement subir une réduction monoélectronique ou

niveou du cytochrome P-45O (Mukoi et coll.,l977; Moiorino et coll.,l979; Shorp et

coll.,l979),
Lo formotion d'un rodicol libre, le rodicol I chloro-2,2,2 trifluoroéthyle, o pu

être vériflée de monière directe por R.P.E. et indirecte por l'opporition de diènes

conjuguées ou niveou d'AGPI oprès intoxlcotion In vitro de microsomes

hépolques (Poyer et coll.,l98l). Cette réduction rylochrome P-450 dépendonte

conduit oinsl ou 2 chloro-l,l,l trifluoroéthone dont lo formotion est porollèle ô

l'initlofion d'une perox/dotion lipldique.
De plus, des études ont montré que le second produit de réduction de

l'hotothone, te 2 chloro-l,l difluoroéthylène, étoit formé por B éliminotion fluorée

du I chloro-2,2,2 trlfluorocorbonlon plutôt que por cllvoge homolytique du

rodicof 2,2,2 fitluoro-l chloroéthyle (Ahr et coll'1982)' ce qul conflrme que ce

dernler semble représenter le métobolite toxique ultime.
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Vll Consêquences blochlmlques è l'échelon cellulolre

Comme nous venons de le voic les méconismes de biotronsformotion des
xénobiotiques sont extrêmement complexes et peuvent oboutir ô des
métobolites toxiques infiniment voriés. Cependont, l'expresslon de cette toxicité
ou niveou hépotique posse, pour un grond nombre de composés, por deux
modolités essentielles :

- l'opporition d'entités rodicoloires d'une port
- l'opporition d'entités électrophiles d'outre port

ll convient donc de connoître les conséquences, ô l'échelon celluloire, de
ces deux voies toxiques prépondérontes ofin de mettre en oeuvre les modèles
phormocologiques les plus odoptés.

Vll-l Conséquence de l'oppofifion d'enfltés rodlcololres: lo peronrdoflon llpldlque.

Lo peroxydotion lipidique se définit comme étont une dégrodotion
oxydotive des ocides gros polyinsoturés et représente une forme d'expression
toxicologique commune è un grond nombre de substonces chimiques. Elle peut
résumer l'essentiel de lo toxicité de certoins composés mois, le plus souvent,
évolue porollèlement ô d'outres méconismes délétères. Porfois même elle ogit
en tont qu'épiphénomène se surojoutont oux conséquences directes de
l'étiologie cousole. Si son rôle exoct est difficile è quontifier de monière précise
en roison des limitotions dues oux modèles d'étude octuellement utilisés, son
lmplicotion dons lo pothogénie de nombreux processus morbides, toxicologiques
ou d'outre noture est lorgement reconnue. Son effet néfoste s'explique por le
foit que so cible, l'ocide gros polyinsofuré, représente un des éléments
constitutifs des phospholipides, structures de bose des membrones celluloires;
l'ocide gros estérifié en position 2 sur le glycérol étont générolement un ocide
gros polyinsoturé,

Le méconisme biochimique de lo lipoperoxydotion se scinde clossiquement
en 3 étopes:

lo ohose d'initiotion : équivolente ô un méconisme de tronsfert
rodicoloire entre le rodicol libre initioteur et l'ocide gros polyinsoturé cible.

lo ohose de oroooootion : coroctérisée por des réoctlons en choîne

lo ohose de termlnoison : déflnie comme étont lo réoctlon entre deux
entités rodicoloires.
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Lo ohose d'initiqtion

Le rodicol libre Initioteur dont lo noture o été exposée précédemment ogit
générolement ou niveou du groupement méthylène situé entre deux doubles
lioisons de l'ocide gros polyinsoturé. ll se tronsforme en entité non rodicoloire
en orrochont l'otome d'hydrogène et son électron. L'AGPI cible présente olors
un électron célibotoire et forme un rodicol libre d'AGPl. Dès lors les doubles
lioisons de Vpe molonique (tous les 3 corbones) peuvent se ropprocher (doubles
lioisons conjuguées) réolisont les conditions nécessoires ô un méconisme de
délocolisotion électronique qui permet d'ossurer une certoine stobilité de l'étot
rodicoloire.

Lo phose de oropoootion

Ce phénomène de résonnonce, en retordont les possibilités de
recombinoison ou de dimérisotion, permet ô l'oxygène de fixer un de ses
électrons célibotoires ou coté de celui du rodicol libre d'AGPI (L'), ce qui

oboutit ô lo formotion d' un rodicol peroxyle d'AGPI (LOO'). Ce dernier opporie
è son tour son électron célibotoire en orrochont un otome d'hydrogène sur une
choîne d'AGPI voisin, loquelle devient un rodicol lipidique (L') opte è fixer une
nouvelle molécule d'oxygène. Le processus de réoction en choîne est omorcé,
le méconisme toxique peut dès lors évoluer ô son propre compte.

Lo phose de terminoison

Cette phose conespond du point de vue chimique ô l'interoction de deux
centres octifs, c'est-ô-dire de deux rodicoux libres entre eux et oboutit ô lo
formotion de composés non rodicoloires :

L ' +L ' ->LL
l '+ lQQr-> LOOL
LOO. + LOO.-) LOOL + 02 (.)

Elle ne s'oppllque donc pos ô lo peroxydotion lipidique dons so globolité
mois ne correspond qu'ô des réoctions poncfuelles entre deux rodicoux libres,
sons por oilleurs tenir compte des méconlsmes de protectlon mls en jeu por lo
cellule (superoxyde dismutose, glutothlon, vitomlne E,...). Son Individuolisotion est
donc quelque peu théorlque lors de phénomènes blologiques. De plus, les
réoctions précêdemment déctites ne sont pos oussl slmples. Lo combinoison de
deux rodicoux libres peut former des produits comme des oléofines, des olcools,
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des olcones et des produits corboxylés, powont prendre port ô t'octivité
toxique. En porticulier, ll est connu que lo réoction (.) forme d'obord un
tétrooxyde LOOOOL extrêmement Instoble qui se décompose en deux rodicoux
LO' et en 02 . Les rodicoux olkoxyles formés powont se combiner en LOOL mois
égolement réintégrer le circuit des réocfions rodicoloires en choîne.

Les hvdrooeroxvdes lioidiques

Les hydroperoxydes lipidiques formés pewent être très nombreux.En
consldéront le plus simple des AGP|, t'ocide tinotéique (ct8,2), Borlond, dès 1950,
en fonction de l'existence de phénomènes de résonnonce, propose l'existence
de deux hydroperoxydes, l'un en c9 l'outre en cl3. En foit, dons tes onnées 70,
ô l'oide de techniques onoffiques plus sophistiquées, quotre types sont
retrowés, deux ont une strucfure trons-cis (l et 2), deux une strucfure trons-trons
(3 et 4).

HOO HOO>^
Hrrco v (cHr)?cooR

L-
H,,{, \^--(cH'?)?cooR

H' Cs/\-^-A (c n.), c oon

ooH
I

L'exisience de formes hons-cis o été reliée, dons un premier temps, è des
phénomènes d'isomérisotion ou niveou du rodicol libre d'AGPI seton le schémo
suivont :

----- )

5

Un méconisme plus complexe est ocfuellement retenu, le processus
d'isomérisotion n'opporoissont qu'ou stode de rodicol pero4yle d'AGpl.
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En etfet, le ropport entre les formes trons-cis et trons-trons dépend

directement de lo concentrotion en donneur d'hydrogène du milieu, une forte

concentrotion fovorisont lo conversion en composés trons-cis plutôt que le

possoge por perte d'oxygène en 7 puis en 8, source de composés trons-trons.

Les produits d'outooxydotion des phospholipides des vésicules membronoires

néoformées sont identiques ô ceux formés ô portir d'ocides gros pollnsoturés

libres; le ropport entre les formes trons-cis et trons-trons reflète plus étroitement

encore tes possibilités d'oftrociion des otomes hydrogènes por le rodicol

peroxyle ou sein de lo double couche lipidique.

Des diènes non conjuguées sont retrouvées en foible proportion (30b) ei il

est intéressont de noter que ces hydroperoxydes non conjugués sont rores lors

d'outooxydotion por les rodicoux libres olors qu'ils constifuent les produiis

terminoux prépondéronts lors de l'oxydotion por l'oxygène singulet dont

l'ottoque préférentielle se sifue ou niveou des êlectrons n des doubles lioisons.

Bien évidemment l'outooxydotion d'AGPI triénoïques et tétroénoiques

oboutit ô des produits terminoux plus nombreux cependonf, lo proportion

relotive des hydroperoxydes formés est inégole en roison de l'ofteinte
préférentielle de certoins groupements méthylènes por ropport Ô d'outres et des
phénomènes de cyclisotion des rodicoux peroxyles.

Les hydroperoxydes formés sont donc extrêmement nombreux et voriés, et

leurs études du point de vue onolytique extrêmement complexes. Etont eux-

mêmes ô l'origine d'un grond nombre de réoctions, ils pewent omplifier ou
prolonger les effets délétères de lo peroxydotion lipidique :

- Les hydroperoxydes lipidiques peuvent subir un phénomène de
réoctivotion sous l'influence du fer

te2* + RooH --> Ro. + oH- + Fe3*

Fe2+ pouvont être régénéré por l'oction de divers réducteurs.

- Les rodicoux olko4yles formés (RO'), très réoctionnels, sont copobles de

réomorcer une nowelle choîne de peroxydotion en ogissont comme rodicol

initioteur créont oinsi une omplificotion des phénomènes.

- Les hydroperoxydes lipidiques pewent subir des réoctions de

frogmentotion entroînont des perturbotions profondes de l'orchitecture
membronoire qui se troduisent por des modificotions de lo fluidité et de lo
perméobilité membronoire. Lo réduction de lo fluidité diminue lo probobilité des
collisions oléotolres, ou sein de lo membrone, indlspensobles ô lo colloborotion

entre les dlfférents protogonistes de nombreux systèmes enzymofiques et grève

oinsi lourdement les possibilités fonctionnelles des endomembrones.
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- Enfin, certoins hydroperoxydes possèdent une toxicité propre, celle-ci
pouvont s'exprimer ou voisinoge de leurs lieux de genèse (effet de réticulotion
de molonoldéhyde) mois égolement, du foit de leur durée de vie plus longue,
ou niveou du reste de l'économie celluloire. Les 4-hydroxyolcènes oinsi formés
peuvent, por exemple, entroîner une inhibition de lo mitose celluloire por qction
sur lo tubuline des fuseoux mitotiques (Dionloni,l982).

Lo peroxydotion lipidique opporoît donc comme un méconisme toxique
complexe et ditficile ô suivre dons so globolité. Les hydroperoxydes, produits
terminoux de lo lipoperoxydotion, sont ô l'origine de désordres secondoires, eux-
mêmes copobles de développer en ovol des pothologies voriées,
L'orborescence des effets secondoires oinsi créés devient ropidement
extrêmement ténue. L'importonce de tels méconismes toxiques por ropport ô
d'outres voies toxiques concomitontes est difficile ô quontifier. Les modèles in
vitro, seuls copobles d'opprocher les méconismes biologiques mis en jeu, étont
forcément limités en ne visuolisont que les phénomènes opporoissont ô l'échelle
celluloire d'une port et d'outre port por l'impossiUlité d'opprocher des
méconismes de toxicité chronique de monière sotisfoisonte por de tels systèmes.

Vll-2 Conséquences cellulolres de I'ooporllion d'entilés éleclrophlles

Les entités électrophiles formées ou cours de lo métobolisotion des
xénobiotiques ogissent dons toute l'économie celluloire por leur pouvoir olkylont
ou orylont. Elles provoquent donc des réoctions d'oddition por lo formotion
d'une lioison covolente ovec de très nombreux composés indispensobles ô lo
cellule et notomment des mocromolécules comme des protéines, des
nucléotides, des lipides. Les conséquences de cette fixotion sont bien
évidemment très nombreuses et l'on se contentero de citer ô titre d'exemples :

- l'oction sur les orotéines : il existe ou moins deux types de
consêquences:

* fonctionnelle : que ces protéines soient des protéines de
structure, de régulotlon ou de noture enzymotique, lo fixotion d'un composé
électrophile vo modifier lo configurotion tertioire de lo protéine cible et oboutir ô
des modificotions d'ordre stéréochlmique se troduisont por une perturbotion de
l'octivité blologlque.

rt immunologique : lorsque lo fixotion se réolise sur une zone
secondoire n'entroînont pos un désordre blologique immédiot, le composé
éleckophile peut Jouer le rôle d'hoptène. Lo molécule pirotée n'étont ptus
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reconnue por l'orgonisme, des processus immunitoires vont olors pouvoir se
mettre en ploce et déterminer secondoirement une pothologie immuno-
ollergique.

- l'oction sur les nucléotides : le pouvoir concérogène de cerfoins
composés est en relotion ovec lo formotion d'un corcinogène ultime de noture
électrophile et de so fixotion oux boses puriques et pyrimidiques ovec
dépossement des méconismes de réporotion de I'ADN.

Ces exemples pourroient être multipliés, ce qui déborderoit le codre de
notre propos. ll fout cependont, pour tenter de comprendre les phénomènes de
nécrose celluloire et notomment hépotocytoire insister sur les méconismes très
précoces mis en jeu lors d'une otteinte électrophile. Les sites nucléophiles
préférentiels sont proboblement ceux formés por les rodicoux thiols (SH). Les
groupements thiols les plus nombreux ô l'échelon celluloire sont portés por les
protéines mois égolement por un tripeptide cytoplosmique, le glutothion, un des
éléments de protection celluloire les plus importonts. Avec le système des
glutothion S-tronsféroses, il joue un rôle prépondéront dons lo détoxificotion des
composés électrophiles en se conjugont ô eux permettont oinsi leur éliminotion
por lo voie des ocides mercopturoniques. En so présence, les composés
électrophiles interogissent préférentiellement ovec son groupement SH libre,
porté por le rodicol cystéine, plutôt qu'ovec ceux porlés por les protéines. Lo
conséquence de cette octivité est une diminution de lo concentrotion celluloire
en GSH qui, dons certoins cos, peut être excessivement importonte eT porfois
indispensoble ô l'expression des phénomènes toxiques; l'intoxicotion oiguë por
l'ocêtominophène (Porocétomol) en constitue proboblement l'exemple le plus
occompli. L'effondrement du GSH celluloire peut ovoir comme conséquence une
perturbotion de l'homéostosie colcique introcelluloire por otteinte des possibilités
de stockoge introcelluloire d'ions Co2* libres, notomment ou niveou du réticulum
endoplosmique. Ce point, essentiel ô nos yeux pour expliquer les phénomènes
nécrotiques et qui focolise octuellement un nombre importont de recherches,
sero repris et développé ponctuellement dons certoins chopitres ultérieurs.
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o tts nspntomopes o'

Les phormocopées froditionnelles recensent de très nombreuses espèces
végétoles utilisées dons les otfections hépotobilioires. Certoines sont plus
lorgement représentées que d'outres, Silvbum morionum en Europe por
l'intermédioire des silymorines, Schizondro en Chine, Bupleurum ou Jopon ou
encore Cochlospermum en Afrique, Ces utilisotions géogrophiques préférenTielles
s'expliquent noturellement por le poids de lo trodition et por des zones de
distribution porfois limitées de ces espèces plutôt que por d'éventuelles
différences étiologiques selon ces régions. Certoines difficultés odministrotives
liées ô l'utilisotion d'espèces non outochtones expliquent égolement que des
préporotions renommées dons certoins poys ne soient pos utilisées dons
d'outres.

D'une monière générole, lo cible du remède est plus souvent l'orgone lui-
même qu'une pothologie porticulière; oinsi l'octivité chologogue ou
cholérétique est rorement dissociée de l'octivité hépotoprotectrice qui est, nous
l'ovons vu por oilleurs, difficile ô définir,

Plutôt que de présenter por groupes les principoles espèces végétoles
troditionnellement utilisées, nous nous sommes contentés de décrire
succintement les groupes chimiques les plus représentotifs de l'orsenol
théropeutique d'origine végétole,

En foit, les trovoux phormocologiques se sont surtout focolisés sur deux
fomilles chimiques. Le voste groupe des flovonoides et de leurs dérivés o été
relotivement bien exploré il y o quelques onnées, lors de lo mise en évidence
des propriétês hépototropes de lo silymorine, une combinoison de flovolignone
et du (+) 3 cyonidonol, un flovonol-3. Actuellement, les essois de froctionnement,
ô portir d'extroits phormocologiquement octifs, oboutissent le plus souvent ô des
composés de structure teroènique.

L'octivité ontihépototoxique ne semble cependont pos liée ô une fomille
chimlque porficulière, ce qui n'est d'oilleurs pos surprenont en roison de lo
synergie ou de lo colloborotion proboble entre différentes fomilles chimiques
d'une même plonte. ll est por oilleurs intéressont de noter que les substonces
d'origine noturelle considérées comme les plus octives sont générolement peu
solubles dons l'eou, solvont le plus utilisé troditionnellement.

Lnovono&tes

De très nombreux flovonoides sont cités dons lo littéroture comme
possédont une octivité hêpototrope, Dès 1937, l'octivité cholérétique de certoins
flwonoides olors lsolés de Helichrvsum orenorium (Asteroceoe) o été démontrée
(koempférol, noringenine, isohellchrysine); pormi ceux-ci lo quercêtlne o
égolement entroîné une oclivité protectrice sur lo cellule hépotique oinsi qu'une
octivité ontlinflommotoire. En 1984, l'étude d'Artemisio coollloris (Asteroceoe)
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(Kiso et coll,) met en évidence l'effet hépotoprotecteur de l'eupotoline,
l'orcopiline et lo copillorisine oprès intoxicotion ou CCl4 ou Ô lo D-
goloctosomine, De même, Buteo monospermo Kuntze (Foboceoe) se montre
etficoce contre ces toxiques por deux de ses flovonoïrdes, l'isobutirine et lo
butirine (Wogner et coll, 1986).

Ces dernières onnées ont été morquées por l'intérêt phormocologique

d'une closse chimlquement proche et retrouvée dons plusieurs espèces,
notomment Uncorio oombir Roxburg (Rubioceoe) et Acocio cotechin
(Foboceoe), lo cotéchine et l'épicotéchine. Le composé le plus intéressont est le
(+) cyonidonol 3 ou cotéchine qui entroîne un effet protecteur indiscutoble sur
plusieurs modèles phormocologiques de nécrose expérimentole (Perrisoud et
Weibel, 1980). ll o été commerciolisé (Cotergène) puis retiré en roison d'effets
secondoires trop importonts.

Enfin, récemment, on o montré que des flovonoides, comme lo quercétine,

lo morine, lo robinétine et lo fisétine, sont octifs contre l'oflotoxine Bl, composé
connu pour être mutogène et hépotocorcinogéne (Bhottochoryo et coll.,1988).

ll. Llonones

Lo silymorine, une des flovolignones obtenues ô portir des fruits de SiVbum
morionum Goertner (Asteroceoe), est une des substonces végétoles les plus
étudiées pour ses octivités hépototropes. Ce principe octif est en foit constitué
d'un mélonge de trois isomères, lo silybine, lo silydiomine et lo silychristine oinsi
que de lo dihydrosilybine, formée por oxydotion de lo silybine. Dons de très
nombreux modèles, lo silymorine opporte une hépotoprotection significotive
notomment lors d'intoxicotion è olpho omonitine ou ô lo pholloidine (Penisoud
et coll.,l98l) mois égolement ou CCl4 (Perrisoud et coll.,l980;Perrisoud et
coll,,l98l), ou thioocétomide ô lo D-goloctosomine (Penisoud et coll.,l98l), ou
plomb, ou codmlum et ô l'lmuron. Por contre son etfet sur l'olcool ollylique reste
modéré.

Hikino o égolement mis en évidence une bonne oction protectrice de lo
silondrine, de lo 3deoxysilychristine, de lo silybine et de lo silymonine ô
l'encontre du CCl4 olors que lo silydiomine et lo silymonine réduisent le
relorgoge des AI,AT oprès Intoxicotion ô lo D-goloctosomine (Hikino et coll.,l984).
ll fout cependont souligner que ces produits sont testés ô des doses relotivement
importontes pour lesquelles opporoît une Interférence sur les méthodes de
dosoge dons le sens d'une dimlnutlon de l'octMité enzymotique pouvont oboutir
ô de foux positifs.

Une sérle de lignones o égolement été lsolée d'espèces troditionnellement
ufllisées en Chine pour leurs vertus hépototropes, Schizondro chinensis et
Schlzondro sohenonthero (Mognolioceoe) (Hikino et coll.,1984 Kiso et coll., 1985).
Ce sont des dérlvés dibenzocyclooctones comprenont les schizondrines, les
schizontherines, les wuwelzines et les gomislnes. Les schlzontherines ,A" B, C et D
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diminuent le loux des ALAT sériques des potients porteurs d'hépotite virole

chronique. Les schizondrines B et C, le schizondrol B, les schizondrers B et A" le

diméthyf 4,4' diméthotr 5,6,5',6' diméthylène dioxybiphènyl 2,2' dicorboxylote
inhibent lo peroxydotion lipidique et réduisent les lioisons covolentes produites

por le CCl4 sur un modèle de microsomes isolés. L'équipe d'Hikino o testé 32
lignones extroites des fruits de Schizondro chinensis Boillon, lo wuweizisu C et lo

schizontherine D otfrent lo meilleure protection ô l'encontre de l'oction du CCl4
olors que lo déoxygomisine A, lo gomisine N et C, le wuweizisu E et lo

schizontherine D freinent significotivement les relorgoge enzymotiques induits por

lo D-goloctosomine. L'onolyse des relotions structure-octivité montrent que les
groupements méthylènes dioxy du squelette dibenzo cyclo-octone semblent
jouer un rôle importont dons l'hépotoprotection (Hikino et coll.,l984).

Des lignones de Thuiopsis dolobroto (Cupressoceoe) ont été testées sur
cultures celluloires, lo désoxypodophyllotoxine et lo picropodophylline protègent

les cellules hépotiques de l'oction du CCl4 tondis que olpho et lo béto peltotine

et lo 4' diméthyl podophyllotoxine les protègent de lo D-goloctosomine (Hikino

et coll.,l979).

I!.Coumortneg

De nombreuses expérimentotions montrent leurs octivités chologogues et
hépototropes. Plusieurs extroits méthonoliques d'Artemisio cooilloris Tunberg
(Asteroceoe) testés in vivo chez lo souris pour leurs propriétés ontihépototoxiques
ô l'encontre du CCl4, ont présenté des différences importontes d'octivité selon
leur provenonce et lo dote de récolte (Kiso et coll.,l984), Plus de treize
flovono'ides et une coumorine; lo diméthylesculétine, ont été lsolés des
bourgeons d'Artemisio copilloris et présentent une octivité ontihépototoxique ô
l'encontre du CCl4 (l0mM) et de lo D goloctosomine (0.5mM) en culture
primoire. Bien que lo copillorisine (un flovono'ide) soit plus octive que le
composé coumorinique, celui-ci en concentrotion dix fois supérieure est bien le
principol composé octif de l'extrolt brut (Kiso et coll,,l984).

Des éfudes de relotion structure'octlvité entre les onologues coumoriniques
comme l'umbelliférone, lo méthyl umbelliférone, esculetine, esculetine'ô
méthyléthec esculetineT-méthyléther, esculetine diméthyléther, esculine et
esculine méthyléther montrent, sur un modèle d'intoxicotion ou CCl4, que lo
présence d'un hydroxyle ou d'un groupement éther en C6 ne modifie pos
l'octivité; les composés porteurs d'un hydroxyle en C7 ont lo plus forte octivité, lo
méthylotion en C7 lo diminue génêrolement (Kiso et coll.,1984).



4 5

!V.Coroleno&les

Diollo o isolé en 1987 deux opocoroténoides des rhlzomes de
Cochlospermum tinctorium (Cochlospermoceoe) qui pourroient être responsobles
de l'octivité hépotoprotectrice de cette espèce ô l'encontre d'une intoxicotion
ou CCIO et ô lo D-goloctosomine (Diollo et coll.,l987).

V. Glycosldes

V.l lrldo-olycosldes

Des extroits olcooliques de Pricronhizo kurroo (Scrophulorioceoe) possèdent
une oction hépotoprotectrice ô l'encontre d'une intoxicotion por le CCl4 chez le
rot des iridoides glycosides présents dons cette espèce, les picrosides I et ll, ont
montré une octivité sembloble chez lo souris oinsi qu'une octivité cholérétique.

L'ougmentotion de lo cholérèse se retrouve d'oilleurs pour de très
nombreux outres iridoides glycosidiques : géniposide des fruits et feuilles de
Goerdenio losminoides (Rubioceoe), syringopicroslde des feuilles de Svrinqo
obloto; potrinoside et villoside. L'oucubine des feuilles et groines de Plontooo
osiotico possèderoit égolement une oction hépotoprotectrice.

V.2 Soponlnes

Une oction cholérétique est décrite pour certoines soponines, notomment
celles extroites de Buolurueum rotundifolium (Apioceoe) ou B. exoltotum.

Des soponines de lo série gypsogénique sont isolées de Dionthus superbus
(Coryophylloceoe), leurs oglycones sont ontihépototoxiques, l'octivité semble
décroître lorsque le nombre de groupements OH ougmente (Hikino et coll.,
1984).

Les soponines de Ponox oinseno (Arolioceoe) diminuent les ASAT et les
ALAT chez le lopin Intoxiqué por le tétrochlorure de corbone (ginsenoides Rb1,
Rg1 et Re).

Vl. Tepénoldes

Les monoterpènes sont surtout décrits pour leur oction cholérétique.

Kiso o montré que les composés sesquiterpènlques de rhizomes de
Atroctvlodes mocroceoholo et Atroctvlodes lonceo (Asteroceoe) ont une oction
ontihépototoxique in vitro, les composés les plus ociifs étont l'otroctylon, le B
endesmol et l'hinesol (Kiso et col.,l983). ll fout d'oilleurs noter qu'une étude
complémentolre (Klso et coll.,l985) sur les méconismes d'octlon protecteurs de
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l'otroctylon montre que ce composé semble produire lui-même un rodicol libre,
sons être cytotoxique. Les outeurs expliquent l'etfet hépotoprotecteur por un
effet de recombinoison entre l'otroctylon et les rodicoux "CClg.

Le principol composé sesquiterpènique de Lindero strvchinifolio
(Louroceoe), le lindstrène, inhibe le relorgoge d'AlÂT et d'ASAT provoqué por le
tétrochlorure de corbone, l'éthionine et lo D-goloctosomine.

Les diterpènes d'Androorophis poniculoto (Aconthoceoe) minimisent le
toux des P\SAT, des AlÂT et des phosphotoses olcolines sériques lors d'hépotites
infectieuses; l'ondrogropholide diminue égolement le relorgoge ene/motique
chez le rot intoxiqué ou CCl4 mois exclusivement lors d'un troitement préventif,

Les triterpènes sont plus lorgement représentés, Tetroponox pooyriferum
(Arolioceoe) donne oinsi plusieurs triterpènes qui diminuent lo toxicité du CCl4 et
de lo D-goloctosomine sur culture primoire, les popyriogénines ,\ B et C, les
propopyriogénines A2 et A1, lo ll déhydro-propopyriogénine A2 et lo 16
épisoikogénine C (Hikino et coll,, 1984).

Des soponines triterpéniques, les soikosoponines A Bt, BZ, Bg, Ba,C,D, E et
F ont été isolées de Buoleurum folcotum L, (Apioceoe) utilisé en médecine
orientole pour les désordres hépoto-bilioires (remède "soiko"). Les soikosoponines
Bl, 82, 83 sont des composés opporoissont ou cours de l'isolement. Les
soikosoponines Bl et C semblent les plus efficoces ô l'encontre de lo D-
goloctosomine tondis que lo soikosoponine D protège remorquoblement d'une
intoxicotion ou CCl4. Notons ou possoge que l'octivité ontiinflommotoire lo plus
importonte est portée por les soikosoponines A et D.

Des équipes chinoises ont mis en évidence une protection ô l'encontre du
relorgoge enaymotique observé lors d'hépotites et de cirrhoses expérimentoles et
de lo stéotose induite por le CCl4, por lo cucurbitocine B extroite de Cucurbito
peoo et lo cucurbitocine E isolée d'Ecbollium eloterium, composés qui se
retrouvent égolement dons d' outres cucurlcitoceoe.

Glvcvnhizo olobro L. ou Glvcyrrhizo urolensis Fischer (Foboceoe) sont
égolement très utilisés en médecine orientole pour troiter les offections du foie
(préporotion "konzo"); lo glycyrrizine et l'ocide glycynhétinique seroient porteur
de cetïe octivité qui est retrouvée sur des modèles d'intoxicotion clossiques
comme le CCl4 et lo D-goloctosomine (Kiso et coll.,l984) mois égolement sur
des modèles lmmunologiques pour lesquels n'existe encore que peu de recul.

Récemment des triterpènes isolés de Conorium olbum Roeusch
(Burseroceoe), utllisé en médecine chinoise, ont égolement montré une octivité
protectrlce ô l'encontre de lo D-goloctosomlne ln vitro Oomoi et coll.,l989).
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E. Modèles ohormocolooloues

t.evoUtton Oes moOClm

Les modèles phormocologiques utilisés pour opprocher le retentissement
de substonces végétoles sur lo sphére hépotique ont lorgement évolué ou cours
de ces dernières décennies. Cette évolution o d'oilleurs occompogné (ou
provoqué l) une modificotion du concept même de l'hépotoprotection et on
peut schémotiquement distlnguer trois périodes, chocune d'elle étont
coroctérisée por une opproche expérimentole porticulière.

l.l Drolnooe et sécréflons biliolres

L'opproche lo plus oncienne de l'hépotoprotection opportée por un extroit
végétol est celle recouvront lo notion d'octivité dépurotive por occroissement
des fonctions d'émonction propre ou foie. Cet ospect de droinoge reste encore
vivoce voire primordiol dons certoines démorches phytothéropiques et
homéopothiques où les teintures mères d'origine végétole sont lorgement
utilisées dons lo préporotion du terroin. Cette opproche, dont les boses
physiologiques restent souvent floues, s'est noturellement prolongée por l'étude
des sécrétions bilioires recherchont dons un premier temps une octivité
omphocholérétique puis plus simplement une octivité hypercholérétique.

Le modèle d'éfude le plus lorgement utilisé est réolisé chez le rot
onesthésié ou pentoborbitol ô dose filée, lo bile étont receuillie por grovimétrie
oprès mise en ploce d'un cothétérisme du conol cholédoque. Les extroits
végétoux sont injectés por voie veineuse juguloire lo pluport du temps. Certoins
modèles, moins fréquents, utilisent une fisfule bilioire permonente et nécessitent
de ce foit des onimoux plus volumineux comme le chien ou le porc. D'outres
techniques, comme le cothétérisme bilioire rétrogrode ou l'utilisotion d'espèces
onimoles reproduisont génétiquement certoines pothologies humoines, servent
uniquement ô opprocher les méconismes physiologiques et toxlcologiques de lo
sécrétion bilioire sons explorotion du versont théropeutique.

t.Z tUoOgps O'tntoxtc

Les phénomènes bilioires ne représentont qu'une portie de l'octivité
hépotique, les études concernont l'hépototoxlcité des substonces chimiques se
sont ropidement dlverslflées et étendues ô l'ensemble des potentiolités
métobollques du foie ô l'olde de modèle d'intoxicotion in vivo. Ces modèles ont
utllisé de nombreuses espèces, le rot étont, de loln, l'onimol le plus utilisé. En
folt, il existe une très gronde dlversité de méthodes d'étude; cette diversité
touche outont les toxlques utilisés, leurs doses et leurs modes d'odministrotion
que les morqueurs de l'intoxlcotlon et de l'hépotoprotection ou encore
l'expresslon des doses d'extroits végétoux et les protocoles de troitement.
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Les hépototoxiques sont nombreux et ne procèdent pos tous des mêmes
méconismes. Certoins d'entres eur les toxiques non intrinsèques, por définition,
échoppent oux expérimentotions onimoles, leurs octions délétères s'exprimont
chez l'homme, grÔce ô une vulnérobilité porticulière que sont les réoctions
d'ldiosyncrosie. Pormi les toxiques utilisobles chez l'onimol, on sépore
clossiquement les toxiques intrinsèques indirects, dont le chef de flle est lo D-
goloctosomine (océtominophène, omonitine, pholloidina éthionine...) et tes
toxiques intrinsèques directs dont le chef de file ou niveou expérimentol est le
tétrochlorure de corbone (tétrochloroéthone, chloroforme,.,).

Les modes d'odministrotion et les doses utilisées vorient considéroblement
d'une équipe ô une outre, ce qui rend difficile voire impossible les comporoisons
entre différents trovoux. Ainsi pour le CClr, proboblement le toxique le plus
lorgement utilisé, l'odministrotion se foit por voie intropéritonéole, sous cutonée
ou orole et les doses utilisées vorient d'un focteur de I ô 20 selon les équipes.

Lo quontificotion de l'otteinte hépotique provoquée por un toxique
déterminé demeure un problème centrol et un très grond nombre de morqueurs
ont été proposés tont ou niveou histologique que biochimique :

- de nombreuses enzymes, libérées ô portir du cytosol et des
orgonites introcelluloires, ont été utilisées comme indicoteurs
d'hépototoxicité (Zimmermon, lgB2). Les phosphotoses olcolines, to
5' nucléotidose, lo leucine peptidose et les gommo-glutomyltronsféroses
sont fortement ougmentées en cos dp cholestose, plus foiblement en cos
de nécrose hépotique, L'ornithine corbomoyltronsférose, lo sorbitol
déshydrogénose, lo loctote déshydrogénose, l'olonine ominotronsférose, lo
fructose monophosphote oldolose et l'orginose sont fortement ougmentées
en cos de nécrose oiguë du foie mois plus foiblement en cos de
cholestose. D'outre enzymes comme l'osportote omino tronsférose et lo
glutomote oxoloocétote tronsominose ont des comporlements semblobles
mois sont moins spécifiques d'otteinte hépotique cor elles ougmentent
égolement en cos d'otteintes d'outres orgones.

- lo molonoldéhyde (MAD) et to teneur en diènes conjugués
quontifient l'intensité de lo lipoperoxydotion tondis que le gtutothion
renselgne sur le potentiel onti-oxydont endogène de lo cellule.

- l'oltérotion de certoines fonctions d'excrétion hépotique peut être
explorée. Le toux de bilirubine plosmotique est un index relotivement peu
sensible de lo fonction hépotique, le toux d'excrétion de lo bromosulfo-
phtolélne plus sensible, dimlnue en cos d'otteintes hépotiques.

- lo répercution sur certoins métobollsmes porticullers peut être
ufilisée, comme dons lo mesure du temps de sommeil oprès odministrotion
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concomittonte d'un toxique et d'un borbituriques ou encore lo durée de lo
porolysie Induite por lo zoxozolomine.

- les répercussion sur les synthèses (urée, cholestérol, protéines,
prothrombine) ou l'étude hlstologique de coupes microscopiques de foie
renseignent sur l'lntégrité ou l'otteinte des cellules hépotiques.

Les extroits végétoux testés sont générolement opportés en troitement
préventif et évenfuellement poursuivis en troitement curotif. L'odministrotion
préventive des exiroits peut vorier selon les études de 30 minutes è 4 jours ovont
l'intoxicotion et le troitement curotif de 30 minutes ô 2 jours. Certoins troitements
sont uniques, d'outres répétés porfois jusqu'è l'odministrotion quotidienne
pendont 6 mois.

Cette gronde diversité de protocole d'étude rend quosiment impossible
tout clossement, en fonction de leur etficocité, des extroits végétoux utilisés por
des équipes différentes, d'outont plus que l'on peut regretter l'obsence quosi
générole de produits de référence dons ce type d'expérimentotion.

Les modèles in vivo se heurtent enfin ô un certoin nombre de ditficultés :

- lo lourdeur des expérimentotions, en roison du nombre d'onimoux
nécessoire dès qu'il s'ogit de comporer l'octivité de plusieurs extroits ou de
différentes froctions d'un même exhoit,

- une réponse souvent peu homogène obtenue ovec certoin toxique ce,
qui se troduit por des écort-types porfois importont, ou cours d'une même
expérimentotion, obligeont ô ougmenter le nombre de sujets d'expérience por
lots ofin de pouvoir visuoliser de foible signiflcotivité stotistique. ll fout d'oilleurs
noter que pormi les rongeurs, le rot est préféré ô lo souris en roison de lo moins
gronde voriobilité des ALAT, morqueurs fréquement utilisés ou cours de ces
expérimentotions.

- enfin et surtout ll est quosiment imposslble en utilisont des techniques in
vivo d'opprocher les méconlsmes toxiques situés ô l'échellon celluloire et por lo
même de situer ovec précision le point d'impoct de l'oction théropeutique
éventuellement opportée por un extroit végétol,

!.S Modèles ln vltro

Sl les expérimentotlons sur l'onimol entler demeurent por bien des ospects
indispensobles, cette dernlère décennle ouro cependont été morquée por
l'essor constont des techniques in Mtro. Les rolsons en sont diverses. Les plus
nobles sont sons oucun doute celles d'ordre éthique por ropport oux onimoux
de loborotolre, même sl elles recoupent porfols, ll fout l'ovouer, des controlntes
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plus prosoiquement économiques. Mois les plus décisives sont ovont tout :

- le mointien de l'octivité métobolique hépotocytoire, sur de courtes
périodes, de quelques heures pour les hépotocytes en suspension à quelques
jours pour les hépotocytes en culture ou en co-culture.

- le contrôle beoucoup plus oisé de l'environnement physico-chimique mois
égolement des conditions d'intoxlcotion lors d'essois phormocologiques

- une plus gronde homogénéité des échontillons; choque onimol étont, en
outre, son propre témoin

- une économie non négligeoble des produits ô tester por ropport oux
quontités utilisées ou cours d'expérimentotions in vivo

Toutes ces roisons font des systèmes celluloires isolés, un modèle
porticulièrement odopté ou screenlng toxicologique ou phormocologique.

ll fout cependont roppeler que les expérimentotions in vitro sont étrongères
ô certoines considérotions d'ordre phormococinétiques. Comme nous l'ovons
déjô signolé, lo toxicité d'une substonce dépend de nombreux méconismes
séquentiels qui conditionnent son devenir et l'intensifé de ses etfets biologiques
comme les phénomènes d'obsorption, de distribution tissuloire, d'excrétion, de
cinétique de concentrolion oux niveou des sites d'oction. Ce sont outont de
phénomènes qui nofurellement, ne peuvent être pris en compte por des
techniques in vitro.

Une outre limite des tests sur cellules isolées réside dons le foit que
précisément ils n'observent que des événements purement celluloires, olors qu'in
vivo une portie des phénomènes toxiques peut être de noture immuno-
ollergique ou de noture fissuloire, ô Vpe de réoctions Inflommotoires, de
fibroses, de scléroses.

ll fout donc touJours gorder ô l'esprit le coroctère restrictif d'une telle
opproche, En contre portle, seules les techniques in vitro sont copobles de
fournir ô l'expérimentoteur des renseignements précis, ô lo fois sur les
méconismes toxiques mis en jeu et sur les processus conduisont ô l'etfet
théropeutique.

Les progrès occumulés ces dernières onnées dons les techniques
d'opproche de lo biochimle celluloire in vitro ont eu pour corolloire une
constonte évolutlon des crltères d'hépototoxiclté eux-mêmes. Les critères
héroiques, comme ceux bosés sur l'exclusion ou l'inclusion-métobolisotion de
coloronts vitoux por les cellules vlobles, ont vécu et ont ropidement foit ploce ô
l'éfude du relorgoge vers le milieu extrqcellulolre d'enzymes qltoplosmiques. Les
plus lorgement uflllsées concernent lo loctico déshydrogénose (LDH) et les
tronsominoses, olonlne omlnotronsférose (ALAT) et osportose ominotronsférose
(ASAT).
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Si l'utilisotion de tels critères est totolement justifiée pour rendre compte
d'oltérqtions importontes de l'économie celluloire, l'obsence de mouvements
significotifs les concernont peut cocher des perfurbotions métoboliques souvent
plus sensibles ô l'oction hépototoxique et occessible oux seules techniques in
vitro. Goethols et coll. ('1984) ont pu montrer que lo prométhozlne ô lo dose de
0.lmM n'induit oucune répercution enzymotlque olors que lo synthèse du
glycogène est Inhibée de monière significotMe. Toutes les doses en deço de
0.5mM n'entroinent oucune voriotion du relorgoge enz/motique en LDH. Sur ce
seul critère ces doses pourroient être considérées comme non toxiques mois
l'étude des possibilités métoboliques foit opporoître un effet toxique dose.
dépendont se monifestont oussi bien sur lo synthèse du glycogène que sur
cefles des protéines. Les 2 et 4 océtyl ominofluorène perturbent lo synthèse
protéique ô des doses qui n'entrolnent nl relorgoge enaymotique ni modificotion
de lo synthèse du glycogène. Ces exemples qui pounoient être multipliés,
démontrent lo pertinence d'un tel modèle d'étude et occrédite un point déjô
précédemment souligné, è sovoir que l'hépotoprotection ne peut s'oppliquer
que dons un codre restrictif, limité è un méconisme biochimique ou ô une voie
toxique bien déterminée.

ll. Sfroléole ohormocoloqlque et cholx des modèles

Comme nous l'ovons vu ou chopître précédent, l'expression de l'hépoto-
toxicité directe d'un xénobiotique posse por des mêconismes complexes et
voriés mois qui peuvent être schémqtlsés por deux modolités essentielles :

- d'une port l'opporition d'entités rodicoloires ou de formes
toxiques de l'oxygène, qui vont induire des perturbotions des endomembrones
por l'intermédioire d'une peroxydotion lipidique

- d'outre port l'opporition d'entités électrophiles provoquont des
réoctions d'oddition sur de nombreux composés celluloires oinsi qu'une oction
thioloprive qui oboutit ô une diminution du glutothion celluloire.

Les moyens d'investigotlon phormocologique dolvent permethe de
retrouver les dlvers protogonlstes de l'qction toxlque sl posslble de les dlssocier,

Xénoblollques

/ \
Rodlcoux llbres Cornposés électrophlles

/ \
/ \

/ \
llpoperorydollon GSH et réoctlons d'oddlllon
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et noturellement d'opprécier l'impoct théropeutique des extroits végétoux
étudiés.

Pour ce foire deux modèles d'étude ont été odoptés ô l'utilisotion d'un

"totum végétol" :

- un test non biologique, le test de décolorotion du rodicol diphényl picryl

hydrozyl (DPPH)
- un test biologique utilisont des hépotocytes isolés, mointenus en
suspension

!L!_Ies!_ou_DPPtt

Ce modèle, non biologique, permet d'opprocher l'octivité ontirodicoloire
des substonces testées. Pormi toutes les techniques pouvont être utilisées pour

cette étude, lo décolorotion du rodicol dlphénylpicryl hydrozyl (Deby et
coll.,l970), nous o semblé être le moyen le plus odopté dons le codre d'un
screening du foit de so ropidité, de so focilité de mise en oeuvre et de son coût
modique.

Le rodicol diphényl picryl hydroryl est un rodicol libre, stoble sous certoines
conditions, qui présente en solution, une intense colorotion violette de moximum
d'obsorptlon ô 517 nm. Cette colorotion disporoît lors de lo soturotion des
couches électroniques, c'est ô dire lors d'un possoge vers une forme non
rodicoloire. De ce foit, lo diminution de lo densité optique de lo solution rend
compte du pouvoir piégeur de rodicoux libres de lo substonce ojoutée. Le
degré d'inhibition est exprimé por ropport ô un blonc témoin troité dqns les
mêmes conditions.

Le modèle oppliqué jusqu'Ô présent sur des molêcules pures o dÛ être
odopté ô l'étude d'extroits végétoux por lo définition des concentrotions
d'étude, Nous ovons oinsl pu étoblir que des solutions d'extroits végétoux ô 0.25
et 0.125 g/l permettent, selon les extroits considérés, de cowrir toute lo gomme
de décolorotion de 0 ô 100 %. Ne possédont oucun recul bibliogrophique, le
critère d'efficocité o, dons un premier temps étê orbitroirement défini ô 50 0/o de
décolorotion. Lo voleur prédictive des résultots obtenus sur ce test étont
secondoirement offinée por lo confrontotion ovec les résultots du test biologique
sur hépotorytes lsolés.

tt.Z test sur neoorcne

Le second modèle d'éfude est un modèle blologlque, oyont pour support
des hépotoq/tes de rot froîchement lsolés et molntenus en suspension. ll permet
l'opproche du pouvolr onfilipoperoxydont des extroits végétoux por le dosoge
d'un des produits termlnoux de lo peroxydotlon llpldlque, lo molonoldéhyde
(MAD) olnsl que celle de leur powoir onfinécrotlque por lo quontlficotion du
relorgoge extrocellulolre de lo loctlco déshydrogénose (LDH) et de l'osportote
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omino-tronsférose (ASAT), morqueurs biologiques clossiques des phénomènes de
cytolyse.

De nombreux trovoux ont montré que le modèle d'hépotocytes isolés en
suspension et mointenus en survie sur de courtes périodes, inférieures ô quelques
heures, permet de conserver une port essentielle de l'intégrité et de lo quolité
de lo cellule hépotique, outorisont son utilisotion dons l'étude de divers
méconismes biochlmiques ou toxicologiques (Kloosen et Stocey,1982; Krock et
coll.,l983; Arvis, 1989).

tt.Z.t Cnoix Ou tox

Comme nous l'ovons vu précédemment, le tétrochlorure de corbone
(CCl4), toxique clossique des hépotites expérimentoles, présente un certoin
nombre d'inconvénient et so trés lorge utilisotion semble plus être un héritoge
des expérimentotions in vivo qu'un choix dicté por les possibilités spécifiques des
modèles in vitro.

ll possède un métobolisme . relotivement complexe ou cours duquel
opporoît un certoin nombre de métobolites (chloroforme, phosgène, monoxyde
de corbone) gui peuvent développer une toxicité è leurs propres comptes
(Anders.l984).

Lo peroxydotion lipidique qu'il engendre est relotivement modeste. En outre
les conséquences respectives de lo peroxydotion lipidique, engendrée por les
rodicoux trichlorométhyles ou trichlorométhylperoxyles, et des phénomènes
d'oddition por lioisons covolentes sur les mocromolécules celluloires, sont
difficilement oppréciobles (Poli et coll.,]981), ô tel point qu'il o toujours été
difficlle, sur ce modèle, de quontifier leurs rôles dons les phénomènes
nécrotiques liés ô ce toxique.

Le coroctère non hydrosoluble du CClo pose des problèmes de précision
des doses lors d'ojout direct ô un milieu en culture ou des problèmes liés è
l'utilisotion d'un tiers solvont dont lo concentrotion finole porfois importonte n'est
pos toujours sons effet (Arvis,1989).

Enfin, un effet solvont direct sur les structures lipidiques membronoires,
suspecté por certoins trovoux pose égolement problème (Berger et co11.,1986;
Berger et coll.,l987).

Pour toutes ces roisons, nous ovons cherché ô développer un modèle
permettont le screenlng d'extrolts végétoux bruts, reposont sur un toxique
d'utlllsotion plus olsée et pour lequel les méconlsmes toxiques mls en jeu
pewent être plus flnement ciblés, sochont que nous devions retrouver les
conséquences d'une ottelnte rodicoloire d'une port et d'une otteinte
électrophile d'outre port.
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Dons une premlère opproche, nous ovions choisi d'isoler les deux
méconismes toxiques que nous voulions étudier, en utilisqnt deux modèles
d' intoxicotion dlfférents.

Le premier, ô l'oide d'un système AscorboteFer, devoit permettre de
développer une peroxydotion lipidique intense, consécutive è lo production de
rodicoux hydroxyles, sons foire opporoître une mojorotion des fuites
en4ymotiques pendont toute lo durée d'expérimentotion. En effet, certoins
métoux de tronsition, notomment le fer, sont connus pour ougmenter les
processus outooxydotifs membronoires en fovorisont lo réoctivotion des
hydroperoxydes lipidiques et lo génèse de formes toxiques de l'oxygène por
l'intermédioire du cycle d'Hober-Weiss ou de complexes perferryles. Ce type
d'octivité est omplifié por lo présence de réducteurs, comme l'oscorbote, qui
permettent le retour du fer ô l'étot ferreux.

Le second modèle d'intoxicotion utilisoit le diéthylmoléote (DEM), puissont
dépléteur du glutothion, et devoit permettre d'opprocher les conséquences très
précoces d'une otteinte électrophile. Les résultots expérimentoux concernont
cette opproche sont présentés plus loin oinsi que les roisons qui nous ont foit
obondonner ces modèles.

D'outres essois utilisont lo ménodione et lo glucose.o4ydose comme
producteurs d'entités rodicoloires, ont égolement été obordés puis ropidement
obondonnés.

Finolement un hydroperoxyde orgonique, le tert-butyl hydroperoxyde, o été
retenu comme modèle d'intoxicotion, unique en roison de ses possibilités
métoboliques ô l'échelon hépotocyToire.

11.2.2 t ert-buVlhyd rooeroxid e (tBH) et h é ootocvtes

Le tert-butylhydroperoxyde ((CH3)3-COOH) est un hydroperoxyde orgonique
de poids moléculoire égol ô 90,1, pouvont être utilisé pour l'étude de
méconismes oxydotifs. ll entroîne, ou niveou hépotocytoire, une peroxydotion
lipldique, lo formotion de lioisons covolentes sur les mocromolécules celluloires
oinsi qu'une perturbotion de l'homéostosie colclque.

Lo formotlon de rodicoux libres est roplde oprès l'introduction du tBH,
moximole en 10 mlnutes Oribble et coll.,l988) et n'est pos modiflée por lo
concentrotlon en o2. Outre lo formotion de rodicoux tertbutoxyles et
tertbuMperoxyles (Codenos et coll.,l982; Kolyonoromon et coll.,l983), ou cours
de loquelle InteMennent proboblement les métoux de tronsitlon, notomment
te2+; les qfochromes P450 pourolent interuenir en provoquont une scission
homolytlque (Koppus,l98l) folsont opporoître des rodlcoux 'OOH et 'OH

extrêmement réoctlfs. Des êtudes de résonnonce poromognéflque électronique,
uiilisont lo N-tert-butylphénylnitrone comme piégeur, montrent d'oilleurs un signol
osqymétrlque confirmont l'opporitlon de plusieurs Vpes de rodlcoux libres Oribble
et coll.,l988).
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Le tert-butylhydroperoxyde est égolement métobolisé ou niveou hépotique
por lo glutothion peroxydose présente ou niveou du cytosol et de lo

mitochondrie, wec possoge du glutothion de so forme réduite (GSH) ô so forme

oxfdée (GSSG) et formotion de tert-butonol (tBOH) (Bellomo et coll.,l982; Sies et

co\\.,1972).

Lo disporition du tert-butylhydroperoxyde o été estimée ô 35nMol por

minute pour l0ô hépotocytes ô l'oide de techniques CLHP (Tribble et coll.,l988).
Lo vitesse d'opporition du tert-butonol n'est pos modifiée por lo concentrotion
en O, du système et so concentrotion reste protiquement constonte pendont

t heure, ce qui démontre so foible métobolisotion.
Por oitteurs, 0,6 mM de tBOH n'offecte pos lo viobilité hépotocytoire sur des

expérimentotions de 2 heures. Le tBOH n'est donc pos responsoble des
phénomènes nécrotiques (Tribbel et coll.,1988). Les etfets toxiques du tBH ne sont
pos en relotion ovec une toxicité éventuelle de produits de métobolisotion,
controirement ô ceux du CClo.

Les rodicoux libres, formés lors de l'ojout de tBH, induisent une
peroxydotion lipidique intense oussi bien sur les hépotocytes de souris que de
rots (Rush et coll.,l985); cellecl ne semble cependont pos jouer un rôle
prépondéront dons les phênomènes nécrotiques hépotocytoires puisque

l'utilisotion de substonces ontirodicoloires comme lo prométhozine (Rush et
cott.,1985; Joyeux et coll.,l989) ou le disulfirome (Dogterom et coll.,1988), bien
que supprimont totolement lo lipoperoxydotion, n'empêche pos lo nécrose. Ces
résultots n'ont pos été retrouvés sur des tubules rénoux isolés, où les
phénomènes nécrotiques semblent directement liés oux phénomènes
peroxydotifs (Schnellmonn, I 988).

Le GSH est régénéré ô portir du GSSG por lo glutothion réductose ovec
oxydotion concomitonte de NADPH en NADP+. Rush (1985) o montré que I mM

de tBH entroînoit une oxydotion complète du GSH dons les l0 premières minutes
d'intoxicotion, porollèlement ô une diminution de NADPH et une ougmentotion
de NADP+ sons voriotion du pool totol de nucléotides (NADPH + NADP+). Rush et
Alberto (1986) mettent en évidence qu'une intoxicotion por le tBH stimule lo voie

des pentoses ougmentont oinsi les possibilités de réduction du NADP+. Le tBH
ougmente de foçon significotive le métobolisme du I -l4C glucose en laCO,

mois reste sons etfet sur celui du 6-laC glucose (Rush,l985b).

L'o4/dotion du GSH et lo réduction concomitonte de NADPH représentent
sons nul doute un des éléments mojeurs dons les phénomènes Induisont lo
nécrose celluloire.

Ces dernières onnées, de nombreux trovoux se sont focollsés sur le rôle
des mouvements du colclum Introcelluloire ou cours de ces phénomènes. Lo
responsobilité du Co2+ exhocelluloire prônée por Schonne et Forber et reprise
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por certoins outeurs o, en etfet, été loçement mise en doute por de

nombreuses expérimentotions (Foriss et coll.,1985; Thomos et co11.,1988). Les

mouvements colciques introcelluloires sont régulés por lo fixotion du colcium

libre ô certoines protéines cytoplosmiques (colmoduline), por l'octivité d'une

ATpose membronoire mois surtout por des phénomènes de stockoge ou niveou

de lo mitochondrie et du réticulum endoplosmique (Murphy et coll',1980; Joseph

et coll..l983).

Lehninger (1978) o pu démontrer que l'o4ydotion du NADPH mitochondriol

por l'oxoloocétote provoquoit une sortie du Co2+ mitochondriol insensible ou

rouge de ruthénlum, olors que so réduction secondoire por le B hydroxybutyrote

provoquoit le restockoge colcique. L'étot rédox des nucléotides mitochondrioux

régule les mouvements colclques mitochondrioux (Bellomo et coll','1984). Le

stockoge ou niveou du réticulum, de découverïe plus récente, est ossocié ô

l'octivité de Co2+ ATPoses dont deux formes ont été mises en évidence ou

niveou hépotocytoire,

Le tBH provoque une ougmentotion du Co2+ cytoplosmique por plusieurs

méconismes. Lo diminution des possibilités de stockoge mitochondriol est en

ropport ovec l'oxydotion du NADPH (Thor et coll.,l984; Bellomo et coll.,l984)' Le

cotéchol, en diminuont lo perte de NADPH oprès intoxicotion ou tBH, sons

modifier lo déplétion en GSH, permet une élévotion seulement tronsitoire de

l'octivité de lo phosphorylose o, témoin indirect des mowements colciques.

Lo diminution du stockoge du réticulum est en relotion ovec lo déplétion

du GSH qui normolement joue un rôle protecteur proboblement por son oction

ontirodicoloire; en etfet, lo diminution des possibilités de stockoge du réticulum

est prévenue por le dithiothreitol, porteur d'un groupement SH, mois qui n'ogit
pos comme cofocteur de lo GSH peroxydose (Bellomo et coll.,l982). En outre,

Jones (1g83) o démontré que lo métyropone, un inhibiteur du cytochrome P450,
prévient l'inoctivotion de lo séquestrotion colcique sur microsomes isolés oprès

intoxico1on ou tBH., olors que le MnCl2, inhibiteur de lo peroxydotion lipidique,

ne le foit pos.

Lo diminution de l'octivité Co2+ ATPosique du réticulum endoplosmique

seroit une conséquence directe de l'octivité rodicoloire ou niveou des
groupements SH des Co2+ ATPoses.

L'ougmentotion du Co2+ introqytoplosmique est porollèle Ô celle de

l'octMté des phosphoryloses o; leur octtuotion étont strictement dépendonte

d'une phosphorylose kinose Co2+ dépendonte.

Lo séquestrotion du Co2+ Joue un rôle essentiel dons lo stimulotion

odrénerglque et le Co2+ rétlculoire pounoit jouer le rôle de cible de l'inositol

1,4,5 triphosphote formé dons lo membrone plosmlque sulte ô lo stimulotion

hormonole. Les ogents odrénergiques multlplient por 2 ou 3 lo concentrotion
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colcique introcytoplosmique et provoquent une stimulotion porollèle des
phosphoryloses o.

Enfin, l'ougmentotion de Co2+ ougmenteroit l'octivité de lo glycogène

synthétose kinose AMPc indépendonte (Chon et coll.,l984)'
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F. Méthodoloqle expédmenfole

,Ce chopitre décrit les méthodologies expérimentoles utilisées ou cours de
lo phose de screening pour lo recherche d'extroits végétoux hépotoprotecteurs.
Les méthodologies propres ô lo phose de froctionnement sont détoillées dons
les chopltres correspondonts.

t Preoorotton Oes extroffi

Le tobleou Fl précise lo provenonce, lo portie utilisée et le mode de
préporotion des différentes espèces végétoles étudiées. Les voriotions quont ou
mode de préporotion, notomment du temps d'extroction, s'expliquent por le foit
que cerloines préporotions ont été réolisées por d'outres équipes utilisont leur
propre méthodologie. Pour notre port, les drogues sèches sont grossièrement
contusées puis jetées dons de l'eou distillée bouillonte ô roison de 60 g de
plonte sèche pour 600 ml d'eou. Lo préporotion est olors plocée ô l'étuve ô
37"C pendont 4 heures. Les extroits oinsi obtenus sont filtrés sur Bûchner, puis
concentrés sous pression réduite ô une tempéroture de 40'C. Une lyophilisotion
(lyophilisoteur CD 52-1, Heto, Donemork) permet leur conservotion dons de
bonnes conditions. Le rendement exprimé en pourcentoge représente le ropport
de lo quontité de lyophilisot obtenu sur lo quontité, en poids sec, de motière
végétole utilisée. Toules les doses menflonnées dons les lesfs de screenlng sonl
exprlmées en mg de plontes sèches.

ll ldenfiflcotlon

Les diverses procédures expérimentoles utilisées ou cours de l'identificotion
chimique sont celles décrites por Weniger (1985)

ll-l Recherche des olcoloïdes

5g de drogue sont triturés dons un mortiec on ojoute 10 ml d'HCl 0,1 N et
lo solution est filtrée oprès quelques minutes; ô I ml de flltrot sont ojoutées
5 gouttes de réoctif de Moyer (1,369 de chlorure mercurique + 5g d'iodure de
potossium pour 100 ml d'eou distillée) dons un tube ô essois. De lo même
monière, 5 gouttes de réoctif de Wogner (29 d'iodure de potossium + 1,279
d'lode pour 100 ml d'eou distlllée) sont ojoutées è I ml de filtrot dons un outre
tube ô essois.

Lo réoction est consldérée comme négotlve sl oucune turbidité ni
précipitotion n'est obseNée dons les minutes qul suivent lo monipuloflon. En cos
de réoctlon posltlve lo conflrmotion de lo présence d'olcoloides est réolisée de
monlère suivonte: ô l0g de drogue trifurêe dons un mortier on ojoute 1ml de
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NH4OH 0,5 N puls 30 ml d'un mélonge éther-chloroforme (3:l Vfl); oprès une
mocérotion de plusieurs heures. lo solution est filtrée et une quontitê sutfisonte

d'HCl 0,2 N est ojoutée pour ocidifier le milieu; lo phose ocide est recueillie
oprès portoge dons une ompoule ô déconter. Lo recherche des olcoloides est
foite sur ceïe solution ocide ô l'oide des réoctifs de Moyer et de Wogner selon
lo méthode exposée Prêcédemment.

ll-2 Recherche de composés flovonloues

Lo recherche de ces composés est réolisée ô l'oide de lo réoction ô lo

cyonidine :
A l0g de poudre pulvérisée sont ojoutés 100 ml d'eou, le mélonge est

porté ô ébullition pendont cinq minutes; oprès refroidissement et filtrotion, on
ojoute 5 ml d'HCl 0,2 N, 0,59 de copeoux de mognésium et quelques gouttes

d'olcool isoomylique. Lo présence de flovonoides est mise en évidence por une
colorotion rose, rouge ou violette dons lo phose supérieure de lo solution (phose

isoomylique).

ll-3 Recherche des soPonosldes

Les propriétés moussontes des soponosides sont mises ô profit dons cetle
réoction : l5 ml de décoction sont ogités vigoureusement dons un tube Ô essois;
l'existence d'une mousse persistonte oprès l0 minutes indique lo présence

éventuelle de soponosides.

ll-4 Recherche de dédvés stéroïdlques ou ferDénlques

On loisse mocérer lg de drogue dons 20 ml d'éther éthylique dons un
erhlenmeyer bouché pendont 24 heures. Quelques gouttes de lo mocérotion
sont évoporées sur un verre de montre et le rêsidu est dissout dons 2 gouttes

d'onhydride océtique. Une colorotion ollont du vert ou mouve oprès ojout d'une
goutte d'H2SO4, permet de conclure Ô lo présence proboble de dérivés
stéroidiques et/ou terpéniques.

ll-5 Recherche des fonnlns

Lo présence de tonnlns est Indiquée por l'opporition d'une colorotion
bleuenoire oprès ojout de I ml d'une solution oqueuse de FeCla ô l% dons
5 ml de soluflon oqueuse ô 5% d'extrolt végétol.
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ll-6 Recherche des oulnones

A 2 ml de lo décoction Ô l0% de lo drogue sont ojoutées quelques

gouttes d'une solution de NoOH ô 33oô. Lo présence d'une colorotion rouge ou

violette indique lo présence proboble de quinones.

Support : ptoque de silice Kieselgel G60 sons fluorescence (2Û€0cm) (Merck).

Solvont de miorotion :
100 vol. d'éthyl océtote
I I vol. d'ocide formique
I I vol. d'ocide océtique glociol

27 vol. d'eou

Révéloteur:
t. sotution méthonolique d'ester éthylomino-diphényl borique (Roth)

ô l9o (réoctif de NEU)

2. solution éthonolique de polyéthylène glycol 4000 (servo) ô 5o/o

Méthodolooie emolovée : les lyophilisots d'extroits végétoux sont solubilisés

dons de l'eou déionisée dons les proportions de 100 mg de plonte sèche pour
'l 

ml d'eou. Lo quercétine, le koempférol, lo rutine, l'ocide chlorogénique et

l'ocide goltique (RoTh) sont solubillsés dons l'éthonol Ô roison de 5 mg/ml. Le

dépôt des échontillons se foit sous un volume de l0 p'1, à 2 cm de lo bose de lo

ploque de silice. Lo migrotion est orrétée ô une distonce d'environ l5 cm. Après

séchoge, le réoctif de NEU puis le PEG 4000 sont pulvérisés, Les

chromotogrommes sont observés oprès l5 minutes, sous U.V. Ô 366 nm.

lll-2 Recherche de composés réducteurs

Support : ploque de silice Kieselgel G@ sons fluorescence (2Od0cm) (Merck)'

Solvont de miorotlon :
100 vol. d'éthyl océtote
I I vol. d'ocide formique
1l vol. d'ocide océfique glociol

27 vol. d'eou

tll-l Recherche des flovonoides



6 L

Svstème révéloteur :
0,11 ml d'onisoldéhyde
0,25 ml d'ocide phosphomolybdique ô 

.|00ô 
dons du méthonol

'1,'13 
ml d'ocide sulfurlque concentré (d=1.84)

2,25 ml d'ocide océtique
22,00 ml de méthonol

Méthodolooie emolovée : les lyophilisots d'extroits végétoux sont solubilisés dons
de l'eou délonisée dons les proportions de 100 mg de plonte sèche pour I ml
d'eou. Les chromotogrommes n'oyont oucun but d'identificotion spécifique mois
servont uniquement de référence, oucun témoin n'est utilisé. Le dépôt des
échontillons se foit sous un volume de l0 p,l, ô 2 cm de lo bose de lo ploque

de silice. Lo migrotion est onétêe ô une distonce d'environ 15 cm. Après
séchoge, le réoctif est pulvérisé, lo ploque est ensuite plocée ô l'étwe ô 120'C
pendont 10 minutes puis lue dons le visible.

lV Tesl d'lnhlblllon du rodlcol dlphénvl plcM hvdrozvl (DPPH)

Le rodicol DPPH est solubilisé dons du méthonol dons des proportions telles
que lo densité optique (DO) de lo solution ô 5.|7 nm soit voisine de 0,5
(2 mg/I00 ml). Les lyophilisots d'extroits végétoux sont solubilisês dons de l'eou
déionisée ô une concentrotion de 0,25 et 0,125 g de plonte sèche por litre.
Dons un tube è essois, 750 pl des solutions d'extroits végétoux sont ojoutés ô
1,5 ml de lo solution méthonolique de DPPH, Au bout de 5 minutes de contoct,
l'extroction du DPPH est réolisée por l'ojout de 4 ml de toluène por tube. Après
ogitotion très vigoureuse, les tubes sont centrifugês pendont l0 minutes; deux
phoses sont olors nettement individuolisées et lo lecture s'etfectue sur lo phose

supérieure, è 517 nm, ô l'oide d'un spectrophotomètre Uvikon (Konhon). Les
bloncs témoins sont réolisés de foçon identlque en utilisont 750 1tl d'eou
déionisée. Le pourcentoge d'inhibition du rodicol DPPH représente :

Do (oppn*EXTRA[)
%d' i nh ib i t i on= l -

Do loeen+enu)

A l'issue de ces expérimentotions, l'ensemble des extroits végétoux testés
sont clossés en deux cotégories :

cotégode I : % d'inhiUtlon < 50%
cotégorie 2 : % d'inhlbltion > 50%
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V Hépolocvtes en susPensh

V.l lsolemenf des héoolocvles

V.l. t  Animoux

Rots môles Sprogue - Dowley OFA (lffo Credo, l'Arbresle), 2OO ô 25O

grommes, nourris (croquettes M25C Extrolobo) et obreuvés od libitum. Les

onimoux sont stobulés dons des coges en mocrolon et mointenus dons une

onimolerie cyclée (12 heures d'écloiroge/l2 heures d'obscurité) et thermostotée

(21 r l 'c)

V.t.2 Motériels

Les produits utilisés ont été les suivonts: collogénose (Sigmo), milieu

minimum de Eogte (Flow Loborotory), tert-butyl hydroperoxyde (Sigmo), hépes

(Sigmo), ocide trichloroocétique (Prolobo), ocide 2-thioborbiturique (Prolobo),

diméthyt-sutfoxide (Prolobo), kit LDH Opt. (Boehrlnger), kit GOT Opt. (Boehringer).

V.t.3 Technique d'

L'onimol est onesthésié ou pentoborbitol sodique (clin Midy) è lo dose de

60 mg/kg por voie lP puis héporiné è roison de I ml/kg (héporine 50 Fournier

bOOo Ul) selon lo même voie d'injection et plocé en décubitus dorsol dons une

enceinte thermostotée ô 37 t loC'
Après loporotomie et excision de lo poroi obdominole, un cothéter

(Critikon 'l8G) est mis en ploce dons lo veine porte hépoTique. Lo veine cove

inférieure est sectionnée sous les veines rénoles et le foie est perfusé Ô un débit

de 30 ml/minute ou moyen d'une pompe péristoltique (Mosterflex) por un

tompon phosphote, pH 7,4. Duront cette phose de lovoge, oprès thorocotomie,

un second cothéter est poussé por voie ouriculoire dons lo veine cove

supérieure permettont lo mise en ploce du dispositif ossuront lo recirculotion du

milieu de perfusion. Lorsque le lovoge est jugé conect, le foie est perfusé Ô

l'oide d'une solutlon de collogénose 0,05% p/v et de CoCl, 5mM ô un débit de

20 mUmn. Lorsque l'octpn dissociotrice de l'enzyme est jugée sutfisonte, le foie

est excisé puls plocé dons une boîte de Pétri. Lo copsule de Glisson est

dêlicotement retlrée et les cellules sont mises en suspension por ogltotlon douce.

Le tissu conjonctif et le système ortérioveineux oinsi que les omos celluloires non

dissociés sont écortés por flltroflon sur tomls de sole (68 p).

Deux décontotionslovoges sont olors effecfuées, le culot celluloire étont

remis en suspension dons un mllieu minimum d'Eogle (MEM) tomponné por

20mM d'Hépes. Le comptoge est réollsé sur une cellule de Molossez. Lo viobilité
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est oppréciée por le test d'exclusion du bleu Trypon. Le rendement est de

l'ordre de 3 ô 5 108 cellules et lo viobilité initiole doit être supérieure ô 90%'

V.1.4 Protocole exPérimentol

Lo concentrotion de lo suspension d'hépotocytes est ojustée ô I million de

cellules por ml de milieu nutritif. Des froctions oliquotes de 4 ml de suspension

sont réporties dons des Erlenmeyer de 25 ml recowerts de porofilm, mointenus Ô

37oC ou boin-morie sous ogitotion (60 oscillotions/mn); choque échontillon est

gozé individuellement porun mélonge O2|CO2 (950ô/506). Les ditférents toxiques

utilisés sont ojoutés ou milieu de culture directement ou oprès solubilisotion dons

du diméthyl sulfoxide (DMSO). Lo concentrotion finole en DMSO est de 0,50/o v/v'

Les conditions d'utillsotion propres ô choque toxique sont décrites dons les

porogrophes les concernont. Les extroits végétoux sont ojoutés directement ou

milieu de suspension sous un volume de 20 pl opportont lo concentrotion finole

voulue (l mg ou 0.5 mg /ml de suspension). Les doses sont exprimées en mg de

plonte sèche por ml de suspension. Les dosoges sont effectués oprès 30 minutes

d'incubotion.

V.1.5 Déterminotions biochimiques

Lo tipoperoxydotion est exprimée en terme de molonoldéhyde (MAD),

déterminée por lo méthode ô l'ocide 2 thioborbiturique (Bernheim et coll, 1949)'
'l ml de suspension hépotocytoire est mélongê ô 2 ml d'ocide trichloroocétique

ô loo/b. Après l0 minutes de repos, les tubes sont centrifugés. I ml de surnogeont

est ojouté ô I ml d'ocide thioborblturique è l0/o, Les tubes sont olors plocés ou

boin-morie ô 100"C pendont l0 minutes puis refroidis ovont lecture è 535 nm. Les

résultots sont donnés en nMoles/106 cellules.
Les fuites enzymotiques de LDH et d'ASAT sont déterminées por une

méthode de cinétique enzymotique ô l'oide de kits Boehringer, les résultots sont

exprimés en mUl/106 cellules. Les lectures sont foites ou spectrophotomètre
(Uvlkon 810, Kontron), dons l'UV ô 340 nm et ô 25 "C

V. I .6 Troitements stotistiques

Le test de Cochron est utilisé pour vérifier l'homogénéité des vorionces et

les évoluotions stotistlques sont etfectuées ô t'oide d'un simple test t de Student.
Au cours de choque expérimentotion, un seul lot témoin est réolisé, pour

plusieurs lots troités. Nous ovons cependont considéré, ou seln d'une même

expérimentotion, tes comporoisons comme étont Indépendontes molgré que les

différents troitemenls soient comporés ô un lot témoin unique. Cette ottitude o

été choisie pour olléger les colculs et en rolson du coroctère lorgement

explorotoire de ce type d'expérimentotion qui outorise une certolne lncertitude

sur le risque de première espèce (risque c). Celo explique égolement que le
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nombre de sujets utilisés dons le lot témoin est identique è ceux des lots troités
(triplicot) les possibles écorts de lo moyenne observés dons le groupe témoin
por ropport ô so' moyenne théorique, en roison des fluctuotions
d'échontillonnoge, powont être détectés du foit de lo répétition des
expérlmentotions. D'outre port pour le colcul du t, l'estimotion de lo vorionce
n'o pos été étoblie sur l'ensemble des groupes, mois utilise, de monière
clossique, les vorionces estimées de chocun des deux lots comporés. De même
lo toble de Dunnet n'o pos été utilisée, lo phose de screening cherchont, ovont
lout, ô révéler des octivités importontes, stotistiquement mois surtout
biologiquement significotives, le test t de Student o été jugé suffisont.
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VI Ctrolx Ou toxtque

Vl.l Elude du modèle oscorbofe-fer

Vl.l. l . Méthodolooie

Les techniques d'isolement et de culture sont identiques ô celles décrites
précédemment. L'intoxicotion celluloire est ossurée por un mélonge de sulfote
de ler, opportont les ions Fe2*, entront dons lo réoction de Fenton, et
d'oscorbote destiné ô réduire les ions ferriques produis ou cours de cette
réoction. L'ocide oscorbique est testé ô lo dose de 250 et 500 pM; le sulfote de
fer (Feso4) oux doses de 20,40 et B0 plM, L'oscorbote, le Feso4 ou le métonge
des deux produits sont ojoutés directement ou milieu de suspension sous un
volume de 20 pl opportont lo concentrotion finole voulue. Les dosoges sont
effectués oprès 30', 45' et 60' minutes. Lipoperoxydotion et fuites enzymotiques
sont quontifiées selon les méthodes précédemment décrites,

V1.2.2. Résultots et discussion

L'ocide oscorbique seul, oux deux concentrotions étudiées, n'entroine
oucune voriotion significotive de lo voleur de lo MAD, por ropport oux lots
témoins, oux différents temps d'incubotion (Fig. Fl et F2). por contre l,ojout dons
le milieu de suspension de Fe2+ (FeSOO 20, 40 ou g0 pM) oboutit è une
ougmentotion très significotive (p<0.001) de lo MAD, corroboront l'influence de
ce métol dons les phénomènes outooxydotifs. Les ropports séries intoxiquées /
séries témoins vorlent de 4 ô 7 selon les doses de FeSO4 ojoutées et te moment
de prélèvement. Cette octivité proo4ydonte est potentiolisée lors de l'ojout
simultoné d'oscorbote, phénomène déjô observé sur microsomes (slotter et
coll.'1972) et hépotorytes en suspenslon (Poli et coll., 1982). Une représentotion
trioxlole des voleurs de MAD en fonction des différentes conditions
expérimentoles (Fig. F3) rend porfoitement compte de ce comportement
potentiolisoteur.

Le dosoge de lo locticodéshydrogénose (Fig. Fl) ne montre oucun
mowement blologique significotlf, ce système d'lntoxicotion n'entroîne donc pos
de chute de lo viobilité celluloire oux doses testêes, ce qui est retrouvé por Russ
(Russ et coll.,l985) et olsément conflrmé por le test d'exclusion du bleu trypon.
Le modèle d'hépotoqytes lsolés, mointenus en suspension et Intoxlqués por un
mélonge oscorboteFeso4 permet de développer de foçon constonte une
llpoperoxydotion dont le niveou est toujours très significotif por ropport oux lots
non intoxiqués, et suffisont pour tester l'octivlté ontlperoxydonte d'une substonce
ojouté. Les AIAT et lo LDH ne sont Jomols modiflées. Cependont dons tous tes
cos nous ovons observé une ougmentoflon isolée des ASAT.
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MAD

LDH

300

200

100

o

Fi : Actlon de l'agcorbate et du sulfate de fer sur des hépatocytes lsolés en suspension, à 30
mlnutes.

16

1 4

12

10

I - témoin
2 - Ascorbate 250 pM
3 - Ascorbetc 5(D pM
4 - FcSO4 20 pM
5 - FeSO4,O ttM
6 'FeSO4 E0 uM

7. Ascorbete 250 pM + FeSO4 20 pM
8 - Ascorbate 250 pM + FeSO4,O pM
9. Ascorbatc 250 pM + FeSOi E0 pM
19. Arcorbate S(Xl pM + FcSO/t 20 pM
ii : Ascorbde 500 pM + FeSO4,O pM
l?  r  Aseorhalc 6ôô rrM r  FaQôr Bô rrM

nMol

rnUl
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MAD à 45'

MAD à 60'

F2 : Actlon de l'ascorbate et du eulfate de fer gur des hépatocytes lsotés en suspension,
Effet sur la produc,tion de malonaldéhyde à 4{i et 60 mlnutes.

I - témoin
2 - Ascorbate 250 pM
3 - Arcorbete 5(X) pM
4 - FcSO4 20 pM

l - l . l9.fpI

7 - Ascorbate 250 pM + FeSO4 20 pM
8 . Ascorbate 250 pM + FeSO4 rtO pM
9 - Ascorbate 250 pM + FeSO4 B0 pM
19 r Arcorbete Sfi) pM + FeSO4 20 pM
ii r Ascorbate 500 pM * 

l":91,O 
pM

nMol

nMol



FeSO4 80 pM

FeSO4 40 PM

FeSOa 20 PM

Asc.500 pM Asc.250 PM

F3 : Efret de I'ascorbate et du sulfate de fer sur la production de malonaldéhyde par des
hépatocytes isolés maintenus en suspension.



Exp.A
btp.B
Btp.C
Éç.D
D(P.E

Moyenne

tDH

t .13
1,08
0.99
1.08
0.95

1.0510.07

ASAT

I
2.01
2.05
2 .18
2.76

2.25!0.34 r.0510.03

AIÂT

I
1.04
r .03
r.08
I

Tobleou F2 : Ropport série intoxiquée / série témoin pour lo LDH, les ASAT et les
AlÂT oprès intoxicotion por un mélonge oscorbote - FeSO4 (500pM/20pM)
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Le tobleou F2 représente lo voleur, pour chocune des trois enrymes, du
ropport série intoxiquée / série témoin oprès une intoxicotion por le mélonge
oscorbote-FeSO4 (500pM/20ËM) ou cours de quelques expérimentotions. Les
voleurs de LDH et d'Al,AT restent très proches de celles observées dons les lots
témoins, controirement ô ce qui se posse pour les ASAT, L'élévotion des ASAT
sons fuite concomitonte des LDH et des ALAT est d'interprétotion délicote. Elle
pourroit éventuellement être en ropport ovec une otteinte limitée ou
comportiment mitochondriol, otteinte se situont dons les phoses précoses de lo
nécrose celluloire. Elle montre en tous cos que ce système d'intoxicotion ne se
limite pos è une octivité strictement lipopero4ydotive.

.t Action de substonces flovoniques et ooporentées

L'intoxicotion est ossurée por l'ossociotion Ascorbote 500pM et
FeSO4 2O1tM. Lo rutine, lo quercetine, lo sylimorine et lo (+; cothéchine sont
solubilisée dons le diméthyl sulfoxide puis rojouté ou milieu de suspension. Lo
concentrotion flnole en DMSO est de 0.50ô v/v. Les figures F4 et F5 montrent
l'influence de ces composés sur lo formotion de molonoldéhyde oprès 30'
d'intoxicotion . A 25 1tM lo cothéchine et lo quercétine montrent l'octivité lo plus
importonte, lo rutine et lo sylimorine étont molns octives. Les divers flovonoides
utilisés conflrment leur réputotion sur ce modèle; en effet, si l'utilisotion des
flovono'ides dons le troitement de nombreux processus morbides o longtemps
reposé sur des données empiriques, des études récentes ont mis en évidence
pour certoins de ces composés, une octivité ontirodicoloire et
ontilipoperoxydonte monifeste. Les résultots obtenus ici peuvent être ropprochés
de ceux d'outres outeurs. Frogo et coll. ('1987) étudiont l'octivité
ontilipoperoxydonte de divers flovonolrdes sur homogénot de foie de souris ont
montré que lo (+) cotéchine présente lo Cl50 lo plus foible. Slqter et Eokins, sur
microsomes de foie de rot intoxiqués por un système NADPH/ADP FerlO2,
trowent pour des doses de (+) cyonldol 3 de 2 lO-a moles, un pourcentoge
d'inhibition de lo consomotion d'oxygène de l'ordre de 650/0. Enfin, Pincemoil et
coll. (1985) sur microsomes, intoxiqués por un système ADP/Fer, ont démontré lo
supériorité de lo quercetine sur lo rutine. Des tendonces ldentiques sont donc
retrouvées ici.

* Actlon d'extroits véqétoux

Lo flgure F6 montre l'octivité d'un extroit oqueux de Rosmorlnus officinolis
et de Poo so. sur le modèle oscorbotefer, Poo so. étont utilisé lci comme
témoln négotif. Le romorin diminue de monière lmportonte lo formotion de
molonoldéhyde olors que Poo so. reste sons effet. L'extroit oqueux de
Tomorindus Indlcus, testé dons les mêmes condltions montre un comportement
similoire ou romorln sur lo production de MAD (fi9 F6). Des résultots
superposobles sont retrowés lors d'outres expêrimentotlons sur Tomorlndus
indicus (fig t7 et F8). Pour ces expérimentotions, où le niveou de MAD formée
vorle du slmple ou double, cê qui peut s'expliquer por des voriotions
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nMol

térnoinaso-fer*R2O0 +R1O0 *Q200 +Q1O0 *S200 +S1O0 +C2OO +C1OO

i ï a  t * t  { . f t  + i * ù++ rrrr

F4 : Effets de la rutine (R), de la quercetine (Q), de la silymarine (S) et de la cathéchine (C) à
100 ou 200 pM sur la production de malonaldéhyde après intoxication d'hépatocytes en
suspension par un système ascorbate-fer.

témoln asc-fer +R5O +R25 +Q50 +Q25 +S5O +C25

F5 : Effets de la rutlne (R), de la quercetlne (Q), de la sllymarine (S) et de la cathéchine (C) à 50
ou 25;rM sur la productlon de malonaldéhyde après Intoxicatlon d'hépatocytes en suspension
par un aystème ascorbate-fcr.

nMol
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nMol

ascfer +Ti0.25 +Ti0.s

MAD

F6 : Effets à 30 minutes de T-aFarindus jndlcus, de Rosmarinus.officinalis et de poa sp. sur laproduction de MAD par des neÈatocvtes irGFhues-lffisystème ascorbate - sutfate de fer(500pM - 20pM).

* 
P<0,05

** 
P<o,oi

*** p<o,ool
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F8 : Etret à 30 mlnutes d.eF!Ein-d!,s Indicus sut !a produc{ion de MAD par des hépatoc-yles intoriqués par unsystème ascoôate. sutfatc Oe ter @Olrtrl æ1rUl.
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métoboliques initioles, on peut remorquer qu'oprès modélisotion de lo
dirninution de lo production de MAD en fonction des doses de Tomorindus
indicus, lo concentrotion en plonte dons le milieu de culture opportont une
diminution de 5006 de MAD formée est très proche d'une expérimentotion ô
l'outre (0.390; 0.397; 0.413 mg/ml); le romorin donnont quont è lui des voleurs
voriont entre 0.431 et O.M6 mg/ml.

Vl.l.3.Conclusion

Le mélonge AscorboteFer se montre un excellent inducteur de lo
peroxydotion lipidique sur loquelle son oction est intense et ropide, ll provoque
cependont un relorgoge enzymotique importont en osportote ominotronsférose
(tobleou F2) et donc ne se limite pos è une oction strictement lipoperoxydotive.
De plus lo difficulté d'opprécier si les éventuels phénomènes de complexotion
entre le système ferreux et certoins constituonts des extroits végétoux étudiés
(notomment des flovonoides) se situoient ou niveou extro ou introcelluloire nous
ont finolement conduit ô obondonner ce modèle.

Vl.2 Modèle ou diéfhvl molêqfe

Les conditions d'isolement et de culture sont identiques ô celles
précédemment décrites. Le diéthyl moléote (DEM) est solubilisé dons du diméthyl
sulfoxide puis ojouté ou milieu de culture sous un volume de 20 p,l, lo
concentrotion finole étont de 0.5 ou I mM.

Les figures F9 o,b,c montrent l'octivité du DEM sur lo formotion de MAD et
le relorgoge de LDH et d'ASAT ô 30', A5' et 60' d'incubotion. Seule lo dose de
I mM entroine un relorgoge enzymotique significotif. Celul-cl opporoît
tordivement ô 45' et devient fronc ô 60'. Une ougmentotion de lo MAD est por
contre signlficotive dès lo trentième minute; les phénomènes perolfdotifs ne sont
donc pos consécutifs ô lo nécrose cellulolre qu'ils précédent mois évoluent ô
leur propre compte.
Le modèle ou DEM repose sur un méconisme toxique plus complexe qu'une
slmple octivlté thiolopdve et de ce folt n'o pos été poursuivi.

Vl.3 Modèle ou ferl-buM hvdrooeroryde

Vl.3.l Effets ô court terme du tBH sur des héootocvtes isolés.de rot

Une éfude cinétlque sur une courte pérlode (5',10',20',30') réolisée dons
les conditions précédemment décrites met en évidence une ougmentotion de lo
llpoperorydotion, exprlmée en terme de molonoldéhyde formée, slgnificotive ô30
mlnutes, dès lo dose de 0.75 mM (Fig. FlO). Une concentrotion de '1.5 mM montre
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nMol

MAD

F9 : Effets à 30, 45 et 60 mlnutes sur le productlon de MAD et le tulte enzymatique en LDH et
ASAT du Diéthylmaléate (0.5 et I mM) dans un modèle d'hépatocy{es isolés en suspension.

I = témoln 60 mlnuter
2 - DEM 0.5 mM à 30 minutcr
3 - DEM 0.5 mM à 45 mlnuter
4 - DEM 0.5 mM à 60 mlnutes

5 - DEM I mM à 30 minutes
ô - DEM I mM à 45 minutes
7'DEM I mM à 60 mlnutes
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F10 : Effets à court têrme sur la production de MAD et la fulte enzymatique en LDH et ASAT
d'une Intoxlcatlon par le tertôutyt hydroperoxyde (0.75 et i.5 mM) dans un modèle
d'hépatocytes ltolés en suspenelon.



Tableau F3 : Effets d'une dose de 0.75 mM de tert butyl-hydroperoxyde sur le modèle

d'hépatocytes isolés

Tableau F4 : Action de la prométhazine après intoxication par le tBH

DMSO tBH 0.75 mM

LDH ASAT MAD LDH ASAT MAD

30 min 848 t 281 161x62 0.25 t 0.02 859 t 256 103 r  29 0.86 t 0.29

60 min 615  t  107 119 t 21 0.65 i 0.15 742 t 1o7 1IE ! ,24 2.O5 t0.28

120 min 1121 t 48 209 t 38 0.54 t 0.23 945 t  191 170 x52 1.87 t  0 .07

180 min 1031ù,127 228 t14 0.78 r 0.08 1129 x 40 211 t41 2 .32 t0 .16

MAD LDH ASAT

DMSO 1.23 t ,0 .17 217 t36 68 t10

tBH 1.5 mM 7.09 t O.27 1068 r 69 157r9

tBH + Prométhazine 1ooPlt/l 1 .10 n 0.06 * 938 r 108 135 t 23
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F10 : Effets à court terme sur la production de MAD et la fuite enzymatique en LDH et ASAT
d'une intoxicatlon par le tertôutyl hydroperoxyde (0.75 et i.5 mM) dans un modèle
d'hépatocytes isotés en suspension.
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une évolution porollèle, de plus forte intensité, lo lipoperoxydotion étont
observoble dès les premières minutes qul suivent l'ojout du toxique. Lo
progression est constonte et ou bout de 30 minutes le niveou otteint représente
générolement 5 ô l0 fois celui des témoins non,intoxiqués.

L'octivité nécrotique, quontifiée por le relorgoge d'enzymes cytoplosmiques
(LDH et ASAT) dons le milieu de culture, diffère en fonction de lo dose de
toxique opporté (Fig. FI0). A lo dose de 0.75 mM, il n'existe oucune voriotion du
relorgoge de LDH ou d'ASAT por ropport oux témoins non intoxiqués. A lo dose
de 1.5 mM, por contre, une fuite enrymotique significotive opporoît, celle ci est
cependont plus tordive que l'ougmentotion de lo molonoldéhyde. Le relorgoge
enzymotique opporoît toujours dons un deuxième temps, le plus souvent oprès
10 minutes d'lntoxicotion, loctote déshydrogénose et osportote ominotronsférose
évoluont de monière similoire.

Sur de courtes périodes les doses de 0,75 et 1,5 mM ont des
comportements similoires concernont lo lipopero4ydotion, l'effet le plus intense
étont obtenu ovec lo dose lo plus élevée; por contre l'ougmentotion significotive
de lo MAD provoqué por 0,75 mM ne s'occompogne pos de phénomènes
nécrotiques. Lo lipoperoxydotion est donc de toute évidence le phénomène
primoire. Cependont, lo relotion entre les phénomènes nécrotiques et les
phénomènes peroxydotifs peut être précisée, d'une port Ô l'oide d'une étude
cinétique plus longue, sur trois heures, d'outre port ou moyen de substonces
inhibont lo lipoperorydotion, ofin de voir si les deux méconismes sont
indépendonts l'un de l'outre ou s'ils sont liés, lo lipoperox/dotion étont olors
simplement plus précoce que le relorgoge enzymotique.

V1.3.2 Etude cinétique sur trois heures d'une dose de O.75 mM de tBH

L'étude cinétique d'une dose de O,75 mM de tBH sur une période de trois
heures Oobleou F3) montre une ougmentotion monifeste de lo teneur en MAD
dons lo série intoxiquée. Lo production de molonoldéhyde ne s'occompogne
d'oucun relorgoge enzymotique significotif tont pour lo LDH que pour les ASAT.
Les phénomènes peroxydotifs peuvent donc évoluer indépendomment des
phénomènes nécrotlques ô cette dose.

V1.3.3 Action de lo orométhozine

L'utilisotlon de prométhozine (100 pM), connue pour être un puissont
Inhlblteur de lo llpoperoxydotlon, oboutit ô un blocoge totol des phénomènes
perorydotlfs trente mlnutes oprès l'oJout d'une dose de 1,5 mM de tBH (Tobleou
F4). Le nlveou de MAD reste de l'ordre de celui des témolns non intoxlqués sons
que pour outont les fuites en4ymotlques soient dimlnuées dons les séries
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évoluerintoxiquées. Les phénomènes nécrotiques

indépendomment des phénomènes peroxydotifs.
peuvent donc

V1.3.4 Réoercutlon métobolique d'une dose de 0.75 mM de tBH

Les conditions d'lsolement sont identiques ô celles précédemment décrites.
Les hépotoq/tes sont incubés pendont 3 heures dons du milieu Woymouth
odditionné de 1006 de sérum de veou nouveou né, les dosoges sont effectués ô
0, 30, 60, 120 et 180 minutes (fig Fl l). L'évoluotion de lo synthèse protéique se
foit por incorporotion de leucine morquée ou corbone 14 (leucine U - 14C
Activité spécifique 322 mCilmMol CEA Fronce) dons les protéines. Lo méthode o
été odoptée ô portir de celle de Seglen ('1975) et celle de Goethols (1983), Lo
leucine est ojoutée è lo suspension celluloire è roison de 5 pCilml ou temps 0.
Au cours de l'incubotion, on etfecfue des prélévements de 500 pl de suspension
celluloire, stockés dons des microtubes de 1,5 ml et mis è déconter dons lo
gloce. Le culot est lové ovec I ml de solution de NoCl 0.90ô. Après une nouvelle
décontotion, le culot est repris por I ml d'ocide perchlorique ô 10o6 ofin de lyser
les cellules et de foire précipiter les protéines. Après centrifugotion (15009,
2min.), le surnogeont est conservé tondis que le culot est remis en suspension
por un mélonge de 0.4 ml de HCIO4 ô 2olo et de 0.2 ml de NoCl 0.9oô. Cette
opérotion est renouvellée une seconde fois. Les surnogeont servent è lo
déterminotion de lo leucine oyont pénétrée dons les cellules mois qui n'o pos
été incorporée dons les protéines. Le culot de protélne est olors dissous dons
I ml de NoOH (0.5 N). Pour l'évoluotion de lo synthèse protéique, 50 pl sont
ojoutés ô l0 ml d'instogel (Pockord 601 3009) dons des fioles ô scintillotions.
L'évoluotion de lo rodiooctivité des différents surnogeonts se foit de lo même
monière. Le comptoge s'etfectue ô l'oide d'un compteur ô scintillotion (l2ll
minibeto LKB Wolloc). Les résultots sont exprimés en dpm oprès étoblissement
d'une courlce de quenching. Les teneurs en MAD et LDH sont déterminées selon
lo procédure hobituelle.

Les niveoux de LDH relorguée dons le milieu de culture sont identiques
dons lo série témoin et lo série intoxiquêe, de même lo pénétrotion
introcelluloire en leucine morquée est superposoble dons les deux séries ce qui
outorise les comporolsons métobollques (fig Fll).

Le tert butyl hydroperoxyde frelne de monière tout ô foit signiflcotive les
méconlsmes de lo synthèse protéique olors que cellecl ougmente dons les
séries témolns de foçon progressive dès lo trentième mlnute et jusqu'ou terme
de l'expérlmentofion. L'utilisotlon d'une dose de 0,75 mM de tBH permet donc,
sur une période de trols heures ou molns, d'induire des perlurbotions
métobollques sons nécrose concommitonte et peut constifuer un modèle
d'lntoxlcotlon, o mlnlmo, pour des culfures cellulolres en suspenslon.
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V|.3.5. Conclusion

ll semble donc, ou molns sur de courtes périodes, que sur un modèle
d'hépotocytes isolés, lo peroxydotion lipidique et les phénomènes nécrotiques
induits por le tBH soient des événements Indépendonts l'un de l'outre, pouvont
évoluer pour leur propre compte. Du folt de lo duolité des effets observés,
l'intérêt du modèle d'hépotoqfes isolés, intoxiqués ou tert butyt hydropero4yde
est double puisqu'il permet d'opprocher l'etfet ontilipoperox/dont et l'etfet onti-
nécrotique dons le même temps d'expérlmentotion. On peut noter égolement
qu'ô lo dose de 1,5 mM lo relorgoge enrymotique n'opporoît générolement
qu'oprès l0 minutes d'intoxicotion, ce qui correspond précisément ou temps
nécessoire ô l'effondrement des teneurs celluloires en glutothion et en NADPH
oprès une intoxicotion ou tBH ô cette dose (Rush et coil., ]g89). Après t0'
d'intoxicotion, les focteurs responsobles du relorgoge colcique introcelluloire sont
donc en ploce, le processus nécrotique est enclenché, indépendomment de lo
peroxydotion membronoire.

Por contre on peut noter que l'indépendonce entre les phénomènes
rodicoloires et les processus nécrotiques n'est pos strictement vérifiée. Certoins
rodicoux libres peuvent, en effet, en provoquont des réoctions d'oddition,
perturber le fonctionnement des ATPoses colciques du réticulum endoplosmique.
Des substonces ontirodicoloires préservent donc les méconismes de stockoge
colcique ou niveou du réticulum endoplosmique. Comme nous l'ovons signolé
précédemment, lo diminution du stockoge du réticulum est en relotion ovec lo
déplétion du GSH qui, dons ce cos, joue un rôle protecteur proboblement por
son oction ontirodicoloire. En etfet, lo diminution des possibilités de stockoge du
réticulum est prévenue por le dithiothreitol, porteur d'un groupement sH, mois
qui n'ogit pos comme cofocteur de lo GSH peroxydose (Bellomo et coil.,1982).
En outre, Jones (1983) o démontré que lo métyropone, un inhibiteur du
cytochrome P450, prévient l'inoctivotion de lo séquestrotion colcique sur
microsomes isolés oprès intoxlcotion ou tBH., olors que le MnCl2, strictement
inhibiteur de lo peroxydotion lipldique, en est incopoble. Por contre, le pouvoir
ontirodicoloire d'une substonce n'inteMent pos ou niveou des perturbotions
colciques d'origine mitochondriole, qui sont d'une outre noture (Lehninger, 1978),

Au totol, s'il semble possible, ô l'oide de ce modèle, de dlstinguer le
pouvoir ontilipoperox/dont du powoir ontinécrotique d'une substonce
hépotoprotectrlce, il est plus délicot lors de l'existonce d'une octMité
ontinécrotique de quontifler lo port relevont d'un effet strictement ontirodicoloire,
ces deux octivités n'étont pos forcément Indépendontes. Celo renforce donc
l'lntérêt d'utiliser, porollèlement ou modèle hépotoqltoire, le test de
décolorotion du DPPH, dons le codre d'une telle recherche.

Le tert-butyl hydroperoxyde répond donc oux condltions que nous nous
étlons lmposés pour lo réolisotion d'un screening d'extrolts végétoux ô tropisme
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hépotique.' Por ropport ou tétrochlorure de corbone, hépototoxique direct
clossique des modèles in vitro, le tBH présente des ovontoges certoins :

- un métobolisme simple oboutissont ô un composé de foible toxicité
propre, le tert butonol
- l'opporition d'une peroxydotion lipidique plus Intense que celle
induite por le tétrochlorure de corbone
- une séporotion plus oisée des processus peroxydotifs et des
processus nécrotiques
- une meilleur homogénéité des résultots expérimentoux et une
reproductibilité du niveou d'intoxlcotion qui ne pose générolement
oucun problème
- un possible ojout direct dons le milieu de culture, évitont
éventuellement l'utilisotion d'un tiers solvont
- lo possibilité, ô foible dose, d'isoler des répercutions purement
métoboliques, correspondont mieux ô certoins méconismes
d'ogression o minimo.

Si les possibilités d'explorotion biochimique d'un tel modèle semblent plus
limitées que celles offertes por des systèmes plus complexes, notoment de co-
culture cellulolre, celul cl répond cependont mieux oux impérotifs de simplicité
et de ropidité que nous nous étions fixés, et permet non seulement un screening
lorge d'exïroits végétoux hépotoprotecteurs mois égolement, lorsque cet effet
est refrouvé, d'orienter de monière ropide le froctionnement en vue de
l'lsolement éventuel des principes octifs.
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G Screenlno pdmolre d'exfrolfs vêqêloux

I Les espèces étudlêes

Comme nous l'ovons déjô souligné, les espèces végétoles
troditionnellement indiquées dons les "offections hépotiquesn sont extrêmement
nombreuses. Au cours de ce trovoll 26 espèces végétoles ont été étudiées, Pour
chocune d'elles, lorsque celo o êté possible, une roplde identificotion
chromotogrophique est réolisée sur couche mince. Celle-ci ne recherche que les
flovonoides et les composés réducteurs et n'o d'outre prétention qu'une
coroctérisotion sommoire de l'extroit.

Pour choque extrolt végétol, l'octivité ontirodicoloire est recherchée ô
l'oide du test de décolorotion du rodicol diphényl picryl hydrozyl. Les extroits
sont clossés en deux cotégories selon que lo décolorotion obtenue est inférieure
ou supérieure ô 50% de celle du blonc témoin. L'étude de l'octivité
ontilipopero4/donfe et ontinécrotique est réolisée ô l'oide du modèle
d'hépotocytes isolés, intoxiqués ou tert-butyl hydroperoxyde dont lo
méthodologle o été précédemment décrite. Les doses expérimentées sont
toujours exprimées en mo de olontes sèches.

Une présentotion identique est utilisée pour choque espèce ofin de fociliter
lo lecture; un tobleou récopitulotif des octMités de l'ensemble des extroits
étudiés est présenté ou chopitre ll de cette portie (poge 182).

A coté d'espèces végétoles troditionnellement utilisées pour leurs vertus
hépototropes, d'outres plontes, en cours d'étude ou loborotoire, et dont les
indicotions troditionnelles sont étrongères ô lo sphère hépotobilioire sont
égolement testées ofin d'opprocher lo pertinence des modèles
phormocologiques refenus.

Les espèces végétoles, troditionnellement hépototropes, étudiées ou cours
de ce trovoil sont ou nombre de 17, il s'ogit de :

Rosrnodnus oftici nolis
Cuscufo omericono
Curcumo domeslics
Termlrwllo cotoppo
Tomorldus indtcs
Kobnchæ crenoto
Sfoudio gobonenvb
Cochlrrsperm u m t I n ctorl u m
Cochlosperm u m plonchoni I
Euqtorium ænrroblnum
Euilprblo hirto
Juniprus communis
Crepis rueppellll
Pullærio qbntolis
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Bidens piloso
Corthomus tlnctorium
Peumus bo/dus

Les outres espèces végétotes étudiées sont ou nombre de 9, il s'ogit de :

Momordico chorontio
Justlcio æctorolis
Annono murlæto
Euptorium odorqtum
Xo nt hory I u m xo nt hory loîdes
Eschscho2lir co litornlco
Voccinlum myrtillus
Annono reticuloto
Coppons spinoso
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Rosmolinus officinolis L (Lomtoceoe)

Réporlltlon qéoqrophlque :

Espèce répondue dons tout le bossin méditenonéen et dons le sud-ouest
de l'Asle.

Descrlpflon bolonlque :

Rosmorinus officinolis est un orbrisseou toujours vert de 50 cm è 2 mètres
de hout, très toutfu, è nombreux romeoux dressés. Les feuilles étroites et
corioces sont sessiles et opposées, ô bord enroulé en dessous, vertes sur lo foce
supérieura velues et blonchôtres sur lo foce inférieure. Les inflorescences, en
groppes courtes, disposées ô l'oisselle des feuilles, sont formées de fleurs de
couleur bleue pôle ou lilos. Les fleurs ont un colice bilobié et une coroile
tubuleuse, élorgie ou sommet en deux lèvres. Lo lèvre supérieure o deux lobes
et lo lèvre inférieure o trois lobes dont un lobe médion très lorge et concove, Le
fruit est un tétrokène brun foncé dont choque unité contient une groine ô
cotylédons bombés.

Usoqe lrodilionnel :

Les indicotions théropeutiques de Rosmorinus officinolis sont très
nombreuses et utilisent les différentes porties de lo plonte. On relève notomment
des propriétés diurétiques, ontiseptiques, ontirhumotismoles, cicotrisontes,
ostrlngentes, emménogogues. Rosmorinus officinolis o surtout une ptoce
privilégiée dons le domoine des otfections hépotobitioires.

Chlmle :

Les recherches phytochimiques démontrent lo prêsence d'ocldes phénols
(ocide rosmorinique, oclde coféique, ocide chlorogénique), de flovono.rdes
(lutéoline, optgénine, dlosméfine, gent<wonlne, hispldutihê), de trlterpènes ({ et B
omyrlne, ocide ursolique, ocide oléonolique), de loctones dlterpèniques
(cornosol, rosmonol), d'ocides orgoniques (oclde glycollque, ocide citrique,
ocide glycértque).

Les profils chromotogrophiques en couches mlnces des flovonoTdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Rosmorinus officinolis
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et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figure
Gl o.b.

Tesf d'lnhlblflon du rodicol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites l'extroit oqueux de
Rosmorinus officinolis provoque une décolorotion de 84 o/o pour une solution de
O.25 gl I et de 65 0,6 pour une solution de Q.125 g/ L Devont ces résuttots,
Rosmorinus officinolis est clossée en type ll 105 O" décolorotion > 5006).

Test sur hépotocvfes lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G2 o,b,c. Rosmorinus officinolis
présente un effet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion et des
phénomènes nécrotiques engendrés por le tert-butyl hydroperoxyde, Rosmorinus
officinolis (0,5 et I mg de plonte sèche / ml de suspension hépotocytoire)
s'oppose de monière tout ô foit significotive ou relorgoge enzymotique et ô lo
production de molonoldéhyde, confirmont sur ce modèle son intérêt dons le
troitement des offections hépotiques d'origine toxique. L'extroit oqueux de
jeunes pousses de R. otficinolis sero présenté dons les tests suivonts comme
produit de référence positif.
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92. ., Effet de Roçmg-ri0us. gtflcinolis sur des hépotoqÊes isolés et intoxiqués ou tert-bufl hydroperoryde (l.SmM) pendont trente minutes.
o. effet sur to production de motonotdèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de tocticodeshydrogénose-(LDHi
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Cuscufo omelicono L (Convotvutoceoe)

Réporflflon oéoorophlque : Régions tropicoles du continent oméricoin

Descrlpllon bolonlque : Lione porosite.

Usooe froditlonnel :

Cuscuto omericono est troditionnellement utilisée comrne hépototrope
dons les cos d'ictère et de troubles hépotiques; on utilise soit le jus de lo plonte
entière, odditionné de sucre ou de sel, soit une mocérotion oqueuse de lo
plonte entière. Cependont, certoines observotions de proticiens hoiTiens
suggèrent que cuscuto omericono pourroit être hépototoxique (Robineou et
Weniger, comm. pers.). Cuscuto omericono est égolement utilisée comme
dépurotif, loxotif, corminotif, vulnéroire, ontidysentérique, ontigrippol et
emménogogue dons tout le bossin coroibe.

Chimle :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoÏdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Cuscuto omericono
et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en
figures G3 o,b.

Tesl d'lnhlblllon du rodlcol DppH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Cuscuto omericono provoque une décolorotion de tO % pour une solution de
O'25 gl I et de 4 % pour une solution de 0.125 g/ t. Devont ces résultots,
Cuscuto omericono est clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Tesf sur hépolocytes lso!és :

L'expédmentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les flgures G4 o,b,c. cuscuto omericono
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô t,encontre de to
lipopero4ydotion engendrée por le tert-butyl hydropero4yde ou de lo fuite
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ena/motique signont lo nécrose celluloire. L'indicotion troditionnelle n'est donc
pos confirmée sur ce modèle; des trovoux ontérieurs ovoient por oilleurs
démontré qu'un extroit hydroolcoolique de feuilles de Cuscuto omericono
présentoit un etfet cytotoxique sur hépotoqftes lsolés (Aruis et coll., 19g6).
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LDH ASAT

r50
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o

MAD
rnMoles

DMSO tBH tBH+CA 1 IBH+CA .5 tBH+RO 1

G4 : Etfet de Cusçuto omericono sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou fert-butyl
hydroperoxyde (l.5mM) pendont trente minufes.

o. effet sur to production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (dSAT)

' p <0.05
" p (o.ol
t t i  p  <0 .001
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Momordico chorqntio L. (Cucurbitoceoe)

Réporlillon qéoorophlque :

Régions tropicoles et sub tropicoles.

Descrlpllon bofqnlque :

Momordico chorontio est une lione grêle, grimponte de 3 ô 4 mètres; les
feuilles de 5 ô 7 lobes ont 4 è 12 cm de diomètre, les lobes sont plus étroits ô lo
bose, dentés ou lobés, obtus ou mucronés; lo corolle est joune, le fruit joune.
oronge de 5 ô 15 cm de long, oblong, ellipsoîde, tuberculé ô 3 volves; lo groine,
de 1O ô 16 mm, o une pulpe rouge.

Usoqe frodillonnel :

Cette espèce constitue un des remèdes les plus renommés du Bossin CoroTbe
et d'Amérique centrole. Les principoles indicotions sont :

- les étots fébriles, où les porties oériennes ou les feuilles sont utilisées en
décoction solée.

- les otfections cutonées, où les feuilles sont utilisées soit en boin. soit en
friction directement ou oprès mocérotion oqueuse

- les étots d'onorexie où lo feuille en décoction solée ou en mocérotion
oqueuse est utilisée pour ses vertus opéritives.

De nombreux outres usoges sont égolement répertoriés comme l'usoge
o ntirhumotismol, vermif uge, hypotenseur, vulnéroire, tonique,

Chlmle:

Le tri phytochimique préliminoire sur les porties oériennes donne les résultots
sulvonts :

olcoloides : +/-
stéroides,terpénoides: +
composés phénoliques : +
flovonoides : +l-

soponosides : +
tonlns : +
qulnones : -
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Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoîdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Momordico chorontio et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures GS
o,b.

Tesl d'lnhlblllon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Momordico chorontio provoque une décolorotion de 6 o/o pour une solution de
O25 gl I et de 3 % pour une solution de 0.125 gl L Devont ces résuttots,
Momordico chorontio est clossée en type | (foible octivité ontirodicotoire),

Tesl sur hépofocyles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et les
résultots sont représentés dons les figures G6 o,b,c. Momordico chorontio ('l mg/ml)
ne présente oucun etfet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion engendrée
por le tert-butyl hydroperoxyde et ne s'oppose ni ou relorgoge de lo LDH ni ô celui
des ASAT.
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ASAT

rSFfMC l |BH.MC.5

MAD

DMSO tBH IBH+MC 1 tBH+MC 5 IBH+RO 1

Gô : Effet de Momqr:dico- çhorontio sur des hépotocyies isolés et intoxiqués ou tert-
butyl hydroperoryde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. etfet sur lo production de molonotdèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (F\SAT)

' p <0.05
t '  p (o.ol
"' p <0.001

TSH.MC r !g+'MO .5 tEÈl-FO I
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Curcumo domeslico Vqlelon (Znglberoceoe)

Réporlifion séoorophlque : pontropicole.

Descrlpllon botonlque :

Curcumo domestico est une herbe pérenne è rhizome joune, court et
tubéreux, Les feuilles elliptiques peuvent ovoir jusqu'ô 4s cm de long et 20 cm de
lorge. L'inflorescence terminole forme un épi de ls-20 cm de long, vert pôle, o
broctées terminoles blonches et è fleurs jounes pôles.

Usoqe trodlllonnel :

L'usoge troditionnel principol concerne, sons conteste, lo sphère hépotique; le
rhizome est utilisé en cos d'ictère por voie orole, en décoction solée ou en
mocérotion oqueuse, plus rorement por friction directe sur l'ongle. Curcumo
domestico est égolement utilisée en médecine troditionnelle comme
ontiscorbutique et sert d'ontidote dons certoins cos d'empoisonnement. Curcumo
domestico sert couromment de condiment (sofron) et de coloront.

Chlmle:

Le rhizome est riche en cétones terpéniques (tumérones) et en coloronts
jounes (curcumines). Les tumérones possédent des propriétés chologogues et on1-
inflommotoires dont les effets seroient potentiolisés por les curcumines.

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Curcumo domestico et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures G7
o,b.

Tesl d'lnhlblflon du rodlc-ol DppH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l,extroit oqueux de
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Curcumo domestico provoque une décolorotion de 6 oô pour une solution de O.2S
g/ | et de A olo pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Curcumo
domestico est clossée en type | (foibte octivité ontirodicotoire),

Tesl sur hépolocyles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et les
résultots sont représentés dons les figures GB o,b,c. Curcumo domestico (l mg/mt)
ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion engendrée
por le tert-butyl hydroperoxyde. Por contre, elle provoque une diminution
significotive du relorgoge de lo LDH et des ,{SAT oux doses de I et o,s mg de
plonte sèche / ml de suspension hépotocytoire, sur le modèle utitisé. Ces résuttots
corroborent ceux de Kiso (l98g), obtenus oprès intoxicotion ou tétrochlorure de
corbone ,
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DMSO tBH IBH+CD 1 IBH+CD.5 tBH+RO 1

G8 : Etfet de Curcumo domestico sur des hépotocytes isolés et intoxlqués ou tert-
butyl hydroperoxyde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
" P <0'01
I* p <0.001
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Juslicio oectololis Jocq. (Aconthoccqe)

Réporlltlon qéoqrophlque :

Bossin coroTbe et Amérique centrole

Descdpllon bolonlque :

Plontes herbocées

Usooe trodlllonnelle :

Justiclo pectorolis est utilisée dons le bossin coroîbe pour ses vertus
ontigrippoles, pectoroles et ontifussives. Les feuilles sont égolement réputées
vulnéroires et sédotives. Les indicotions de Justicio pectorolis sur lo sphère
digestive se résument ô une octivité ontigostrolgique et stomochique. En
Guodeloupe, certoins trodiproticiens utiliseroient Justicio oectorolis comme
hépototrope mois l'utilisotion dons cette indicotion porticulière est proboblement
limitée.

Chlmle :

Le tri phytochimique préliminoire sur les porties oériennes donne les
résultots suivonts (Wenlger, 1984):

olcoloides : +l-
stéroides,terpénoides : +l-
composés phénoliques : +
flovonoîdes : +

Les profils chromotogrophlques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extrolts oqueux de Juslicio pectorolis et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures
G9 o,b.

soponosldes : +
tonins : -
quinones : -
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Tesf d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les condltions précédemment décrites, l'extrolt oqueux de
Justicio oectorolis provoque une décolorqtion de 19 ob pour une solution de
O.25 gl I et de I I % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Justicio
pectorolis est clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Tesl sur hépofocyles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures Gl0 o,b,c. Justicio oectorolis
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo
lipoperoxydotion engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde ou de to fuite
extrqcelluloire de lo LDH et des ASAT signont lo nécrose celluloire. Aucun effet
ontilipoperoxydont ou ontinécrotique n'est mis en évidence pour cette espèce
sur ce modèle.



100

a/ FlavonoTdes

Iémoins  Ex t ra i  t

W Bteu

N\ oranse

ffil Harron

L - - l  ver t

R f 1

R f  0 . 7 5

Rf  0 .5

R f  o .25

b./ Conposés Réductèurs

E x t r a i t

E v io te t

El Jaune

E Hawe

mn Noir

A =  r u t i n e  B = a c .  c h t o r o g é n i q u e  c = s c .  g a t t i q u e  D  = q u e r c e t i n e

c 9 : Profi ls chrornatographiques dridentif ication de

Just.icia pectoralis

DN

@c

s

@

e

À

OD
@
o

i:i,'

@

@

c



101

LDH

tBl-i-JF t t3H.f,C 1

MAD

DMSO tBH tBH+JP 1 IBH+RO 1

919 t Effet de Justicig oectorolis sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-butythydroperoryde (l.SmM) pendont trente minutes.
o. effet sur to production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c' effet sur ro fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
r '  p <0.01
t "  p  <0 .001
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Telminolio cqtqppo L. (combretoceoe)

Réporllflon oéoorophlque : pontropicole

Descriotlon bofonlque :

Terminolio cotoppo est un orbre pouvont ofteindre 25 mètres de houteur,
Les bronches horizontoles, en verticille, portent des feuilles oblongues de 20 ô
30 cm de long, orrondies, opiculées, Les épis sont étroits, oxilloires, de 5 è ]5
cm de long; le colice tomenteux o I ô lO mm. Les drupes ellipso'rdes, opiculées
ont 4 ô 7 cm et renferment une groine de 3 ô 4 cm.

Usooe lrodlllonnel :

Les feuilles de Terminolio cotoopo sont troditionnellement utilisées contre
l'hypertension, en décoction (ovec du sel!) en Hoïti ou en infusion légérement
sucrée en médecine créole. Au Sénégol, elles sont égotement recommqndées
contre les douleurs gostriques et les fièvres liées oux infections intestinoles.
Terminolio cotopoo est égolement recommondé pour ses propriétés onti-
diorrhéiques, pour lesquelles on utilise les feuilles en lndochine et lo rocine en
Colombie. En mocérotion les feuilles vertes sont utilisées contre les molodies
hépotiques et en infusion les feuilles rouges ouroient des propriétés hypnotiques .
Les feuilles sont égolement utilisées pour leurs vertus hémostotiques ou Costo
Rico, ontiosthmotiques ou Mexique et è Cubo, ontifussives en Nouvelle Guinée et
ontidiobétiques ô l'lle Mourice.

Chlmle :

Le trl phytochimique préliminoire sur tes
donne les résultots sulvonts (Weniger,l984):

olcoloides : -

stéroides,terpénoides : +
composés phénoliques : +
flovonoides : +

feuilles de Terminolio cotoooo

soponosides :
tonins : +
quinones : +l-
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Dons les feuilles on note lo présence de diterpènes libres, de triterpènes,
de stérols ou de substonces polycycliques voisines et de tonins cotéchiques. Lo
plonte entière est riche en ellogi-tonins. Le quercétol, lo leucocyonidine et le
koempférol ont été mis en évidence dons les feuilles; l'écorce contient
égolement des flovonoides.

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovono'rdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Terminolio cotoopo
et obtenus selon les protocoles précémment décrits sont représentés en figures
Gl l  o.b.

Tesf d'inhlblflon du rodicol DPPH :

Testé dons les conditions prêcédemment décrites, l'extroit oqueux de
Terminolio cotoppo provoque une décolorotion de 86 % pour une solution de
O25 gl I et de 74 % pour une solution de 0.]25 gl t. Devont ces résuttots,
Terminolio cotoopo est clossée en type ll.

Tesl sur hépolocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures Gl2 o.b,c. Termionlio cotoppo (0,5
et 1 mg/ml) présente une octivité significotive sur l'ensemble des poromètres
étudiés. Elle otfre un bon niveou de protection sur un système d'hépotocytes
isolés en suspension ô l'encontre de lo nécrose celluloire et présente une
octivité ontilipoperoxydonte intéressonte.



104

a,/ Flavonoides

DN

@
c

N
@

æ,
\3

@

o
oB

b/ Coflposés R#ucteurs

E x t r a i t

fEl vioter

tr! Jaune

f] Mawe

[[n Noir

gatl , ique D = quercetine

R f 1

Rf  O .7s

R f  0 .5

R f  O . 2 5

Térnoins Extrait

Vn Bleu

N\ orônse

K| Harron

L - .r vert

A  =  r u t i n e  B = a c .  c h t o r o g é n i q u e  C -  a c .

c 11 :  Prof i ls  chromatographiques dr ident i f icat ion de

Terrninalia catappa

@

@

a
V9



105

10æ

8æ

ôæ

46

2û

LDH

TBH.TC I t8Èt.TC.s tËi+f,O I lBFi.TC r tBFl.TC.5 tBl-HO 't
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tBH IBH+TC 1 IBH*TC .5 tBH*RO 1DMSO

Gl2 : Effet de Terninolio cglqBoo sur des. hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-butylhydroperorroeffi ite minutes.
o. effet sur to production de molonotdèhyde (MAD)b. effer sur to fuiie de tocricodesnyorogéÂà*'[ôxl
c. effet sur fo fuite d'osportofe ominotrËnsre.rË-rÀen
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Tomorindus indicus [. (Foboceoe)

Réporlillon qéoqrophlque : pontropicole.

Descrlpllon bofonlque :

Tomorindus indicus est un orbre powont otteindre plus de quinze mètres
de hout. Ses feuilles présentent lO ô l8 poires de folioles obtongues de 12 ô 25
mm. Les fleurs ont un colice de I ô lo mm, une corolle joune un peu plus lorge
que le colice. Des gousses brunes, duveteuses, de s ô ls cm de long,
renferment des groines brillontes de I cm,

Usooe lrodlilonnel :

Tomorlndus indicus est souvent indiqué dons les offections hépotiques et
notomment dons les cos d'ictère où des décoctions de feuilles, mois égolement
d'écorce et de fruits, sont utilisées. L'usoge comme loxotif de lo pulpe de fruit
est très lorgement répondu. Pormi les outres usoges on peut citer les utilisotions
comme ontigrippol, ontidiobétique, ontolgique et fébrifuge, ophrodisioque.

Chlmle :

Les feuilles sont riches en ocide a oxoglutorique, oxoloocétique et
oxolosuccinlque. Les fruits contiennent égolement de l'ocide tortrique, océtique,
molique, succlnique.

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Tomorindus indicus et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures
Gl3 o,b,

Tesl d'lnhlUtlon du rodlcot DPpH :

Testé dons les conditlons précédemment décrltes, l'extrolt oqueux de
Tomorlndus Indicus provoque une décolorofion de 57 o6 pour une solution de
o25 gl I et de 32 % pour une sotution de o.l2s g/ l. Devont ces résuttots,
Tomrindus lndicus est clossée en type lt.



L O 7

' Tesl sur hépolocyfes lsolês :

L'expéiimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures Gl4 o,b,c. Tomorindus indicus
(l mg/ml) présente une octivité significotive sur les trois poromètres étudiés; son
oction ontilipoperoxydonte est relotivement modeste, celle sur lo fuite
enzymotique est plus intéressonte notomment sur les ASAT où son octivité est lo
plus significotive du point de vue biologique.
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lBl.+.Tt5 tBH. TL5

nMoles

DMSO tBH

MAD

tBH+Tl  1 tBH+T1,5 IBH+RO 1

intoxiqués ou tert-butylGl4 : Effet de Tonlorlndus indicus sur des hépotocytes isotés efhydroperoffde (l.SmM) pendont trente minutes.
o. effet sur to production de motonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur ro fuite d'osportofe ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
t '  p <0.01
"t  p <0.00]
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Annono muricqlq L. (Annonoceoe)

Rêporllflon oéoEroPhlque :

Originolre des Antilles et d'Amérique centrole, le corossolier est lorgement

cultivé dons de nombreuses régions tropicoles. Abondont oux Grondes et Petites

Antilles, on le retrowe sur le continent oméricoin depuis le Mexique jusqu'ou Brésil

mois égolement ô lo Réunion, ô l'lle Mourice, oux Indes, ou sri Lonko, en lndochine,

dons l'orchipel lndien et en Afrique tropicole.

DescrlPllon bolonlque :

Annono muricoto est orbuste de 3 ô I mètres de hout, romifié près de lo

bose, è romeoux brun-rougeôtres et globres. Les feuilles sont bisériées, simples, Ô

pétioles de 5 Ô I mm, sons stipule. Les limbes sont ovoles, oblongs de 6 ô l8 cm

de long, ocuminés ô l'opex corioces, verts foncés dessus, vert-jounÔtre dessous.

Les fleurs sont solitoires, odorontes, hermophrodites; le colice o 3 sépoles volvoires;

lo corolle o 6 pétoles épois, chornus, verts puis jounes pôles, en deux rongs; les

étomines sont nombreuses, è filet très court. Le gynécée est formé de nombreux

corpelles plus ou moins cohérents. Le fruit est syncorpe, ovoÏde ou cordiforme. de 5

ô 20 cm de long et de lo ô l5 cm de diomètre, vert-foncé, couvert d'épines

chornues de 3 ô 6 mm et recourbées vers le sommet il renferme de nombreuses

groines obovoides, brunes, brillontes d'environ 2 cm de long dons une pulpe

chornue, ocidulée, juteuse, blonc crème.

Usooe lrodlllonnel :

L,emploi trodltionnel d'Annono murlcoto est dominé por son utilisotion en tont

que sédotif oussi bien chez l'enfont que chez l'odulte. Les feuilles d'Annono

muricoto sont utilisées en infusion ou en boln pour des symptomotologies voriées

ollont de lo poussêe dentoire (Guodeloupe) Ô l'lnsomnie (Guodetoupe, Mortinique,

Côte d'ivolre, Sénégol, Asle du sud-est) en possont por les convulsions

(Guodeloupe) ou encore les crlses d'hystérie (Hoiti). Certoins trodlproticiens veillent

d'ollleurs ô enlever lo nervtlre centrole de lo feuille (le trnerfn) dont lo présence

pounolt conduire ô un étot controlre ô celui escompté, l'excltotion. On retrouve

égolement des utllisotions ô vlsées pectoroles (Antilles, Côte d'ivoire) ou cutonées

(Asle, Guodeloupe). Son octlon ou nlveou de 1o sphère dlgestive semble posser ou

second plon, les feullles d'Annono muricoto sont essentiellement utilisées pour leurs
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vertus stomochlques (Antilles) et pour lutter contre le météorisme obdominol; leurs
octivités sposmolytiques et ontidiorrhéiques sont fréquemment citées (Vénézuélo,
Côte d'ivoire, Asie). Aucune utilisotion ô visée hépotique n'est indiquée dons les
phormocopées troditionnelles.

Chlmle :

Le tri phytochimique préliminoire sur les porties oériennes donne les résultots
suivonts (Weniger, 1984):

olcoloïdes : +
stéroides,terpénoTdes: +
composés phénoliques : +
flovonoides : +

soponosides :
tonins : +
quinones : -

Tesf d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux d'Annono
murlcoto provoque une décolorotion de 16 % pour une solution de O.25 g / I et
de I 0/o pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Annono muricoto est
clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Test sur hépolocyles lsolés :

L'expérimentotlon est menée selon le protocole décrit précédemment et les
. résultots sonl représentés dons les flgures Gl5 o,b,c. Annono muricolo (l mg/ml) ne

présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion engendrée por
le tert-butt/ hydroperoxyde ou de lo fuite de LDH. Por contre elle s'oppose de
monlère tout ô foit significotMe ou relorgoge des ,\SAT. Cette situotlon est rorement
retrowée sur ce modèle ou cours du screenlng d'extroits végétoux son
interprétotion est donc déllcote et en tout étot de couse l'obsence d'oction sur lo
fulte de LDH ne plolde pos en foveur d'une octlvité hépototrope morquée.
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IBH+AM t tBH+AM.5 tBH+RO 1

et intoxiqués ou tert-butyl9l? , Effet de An00nq muricoto sur des hépoiocytes isoréshydroperoxfde (l.SmM) pendonf trente minuies.
o. etfet sur lo production de molonotdèhyde (MAD)
b. etfet sur lo fuite de locticodeshydrogénose'(LDHi
c. effet sur ro fuite d'osportote ominotrénsférose <,qsAT)

' p (0.0S
'r  p <0.01
t ' t  p  < 0 , 0 0 1

rBH'ANl r |BH.ANI.5 r8t+'f,O 1

nMoles
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Eupqforium odorqlum [. (Asteroceoe)

Réporllllon oêoErophlque :

Régions tropicoles du continent oméricoin.

Descrlpllon bolonlque :

Eupotorium odorotum est un orbuste très romeux pubescent, dressé, de I ô 3
mètres. Les feuilles de 5 Ô 15 cm sont ovées ô ovée.loncéolées, dentées,
ocuminées. Les copitules forment des corymbes terminoux de 5 ô lO cm de lorge,
cylindriques de 8 ô 12 mm. Les broctées de l'involucre sont imbriquées en 4 séries,
obtuses. Les fleurs sont bleues ou blonches.

Usoqe froditlonnel :

Les indicotions troditionnelles d'Euootorium odorotum sont voriées et utilisent
presque exclusivement les feuilles. On retrouve son utilisotion en cos de toux et de
grippe sous forme de décoction, dons le troitement des ulcères cutonés oinsi que
pour ses vertus fébrifuges, ontidiobétiques, emménogogues, ontirhumotismoles.

Chlmle :

Dons lo plonte entière ont été mis en évidence des composés de lo closse
des flovono'jdes (ococétine, vélutine, tomorixétine, mikomine), des flovonones
(sokuronétine, isosokuronétine), une flovone (solvigénine), une cholcone
(odorontine)

Lo feuille renferme des triterpènes : B omyrine, B et sistostérol, lupéol,
époxylupéol et des dérivés sesqulterpéniques : (+) et (-) eupotène.

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux d'Euootorium odorofum et
obtenus selon les protocoles précédemment décrlts sont représentés en figures Gl6
o,b.
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Test d'lnhlblflon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites l'extroit oqueux
d'Eupotorium odorotum provoque une décolorotion de 42 o6 pour une solution de
O.25 g / | et de 36 % pour une solution de 0.125 g/ t. Devont ces résuttots,
Eupotorium odorotum est clossée en type I (foible octivité ontirodicoloire).

Tesl sur hépofocyles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et les
résultots sont représentés dons les figures Gl7 o,b,c, Eupotorium odorotum ne
présente oucun etfet protecteur è l'encontre de lo lipoperoxydotion engendrée por
le tert-butyl hydroperoxyde, Les doses de I et de o.5 mg de plonte sèche /mt de
suspension freinent significotivement le relorgoge de LDH et présentent un effet
protecteur foce ô lo fuite en ASAT, Euootorium odorotum ne montre sur ce test
oucune octivité ontilipopero4ydonte mois une oction ontinécrotique intéressonte;
celo contre toute otlente, l'espèce n'étont pos utilisée dons le troitement des
hépotites en médecine troditionnette.
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MAD

tBH IBH+EO 1 tBH+EO,5 IBH+RO 1

9ll.tEffet de Euqotg-rilrm gdorotum.zur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-butld hydroperoxyde (l.SmM) penOont trente minùtes.
o. etfet sur to production de motonotdèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de tocticodeshydrogéÀose'(LDHi
c. etfet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose Gsno

' p (0.0S
" p <0.01
" '  p <0,001
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Xonf hoxvlum xonthoxvloi des Woïerm. (Rutoceoe)

Réporlltlon oêoqrophlque : Afrique occidentole

Descrlpllon bolonloue :

Xonthonrlum xontho>orlo'jdes est un orbre sormenteux de 5 ô 15 mètres de

hout. Le tronc, les bronches, les romeoux et lo neruure médione des folioles

portent de grosses épines coniques et recourbées. Les feuilles, ô disposition

olterne, sont composées, imporipennées et comportent 5 Ô 9 poires de folioles

ovoles, elliptiques, oblongues ou obloncéolées, souvent émorglnées Ô l'opex et

finement crénelées sur les bords ou entières de 5 Ô l0 cm de long et de 2 Ô 4

cm de lorge, Les fleurs, groupées en ponicules lôches, terminoles ou oxilloires

sont de petite toille, unisexuées, pentomères. Lo fructificotion se présente sous lo

forme de ponicules de petites copsules globuleuses de lo toille d'un pois de 5 ô

6 mm. Choque fruit contient une seule groine, noire et brillonte. Les tiges sont

cylindriques, de 3 ô 5 cm de diomètre, l'écorce est lisse, brune violocée. Les

rocines, de 2 ô 4 cm de diomètre, ont un bois joune'

Usooe lrodltlonnel :

L'écorce des rocines de Xontho><vlum xonthoxvloides est couromment

utilisée en côte d'lvoire, ou Sénégol, ou Bénin comme cure-dent onolgésique;

les propriétés méconiques du curedent sont ossociées oux propriétés

théropeutiques de l'écorce de lo rocine contre les moux de dents, les gingivites

ou les stomotites. Les rocines provoquent une solivotion et un engourdissement

de lo longue. Au Bénin on opplique lo rocine directement sur lo dent coriée, lo

décoction de rocines de Xonthonrlum xonthoxvlo'ides est égolement

recommondée per os contre les moux de dents. Les feuilles et les écorces sont

utilisées en usoge externe dons les migroines et les névrolgies en opplicotion sur

lo tête et le front. Lo pulpe est égolement recommondée en usoge externe en

cos de douleurs orticulolres, lumbogos, rhumolismes. Xonthoxvlum xontho><vloides

est réputé pour ses propriétés porosiTicides externes et internes. Lo décoction de

rocine et le frult sont prescrits comme vermifuge per os. En usoge externe lo

poudre d'écorce mélongée ô l'huile de polme est utlllsée pour le lroitement de

lo gôle. Les feuilles sont utilisées chez les Wolofs contre lo dysenterie, les

dionhêes et les entérites. Lo rocine seroit oussi sudorifique, fébrifuge, siologogue,

ontifussive et est utlllsée en usoge externe contre les morsures de serpents, les

ploies Infectées et les ulcères. Enfln, dons les poys ofricolns, Xonthonrlum

xonthoxvloides entre dons lo compositlon de remèdes ontilctérlques mois

touJours en ossociotion (Cochlospermum, Combretum...).
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Chlmle :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Xonthonrlum
xonthoxvloides et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont
représentés en figures Gl8 o,b.

Tesl d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Xontho>nrlum xontho><vloÏdes provoque une décolorotion de 5 o/o pour une
solution de 0.25 g/ | et de 0 % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces
résultots, Xonthonrlum xontho>o/oides est clossée en type | (foible octivité
ontirodicoloire).

Tesf sur hépolocvtes lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les flgures Gl9 o,b,c, Xonthoxllum
xonthonrloides (l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo
lipoperoxydofion engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde ou de lo fuite
enzymotique de lo LDH ou des 4SAT.
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nMoles

DMSO

MAD

tBH tBH+Xx1

9l?. t lffet de Xonthoxvlqln xo4tho:wigidqs. sur des hépotorytes isolés et intoxiqués oùtert-butyl hydroperoxyde (r.5mM) penoont trente mrnuËs.
o. effet sur to production de molonotdèhyde (MAD)
b. effet sur to tutte de locticodeshydrogéÀose (LDHi
c. effet sur ro fuite d'osportote ominotrônsférose (,\sAT)

. p (0.00
r' P <0.01
*' p <0.001
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Kolonchoe crenoto Andl. (Crossutoceoe)

Réporllflon qéoorophlque :

Espèce répondue du Sénégol ou Comeroun.

Descrlpllon bolonlque :

Kolonchoe crenoto est une plonte herbocée, succulente, otteignont 'l ô 2
mètres de houteur. Lo tige est de section circuloire, Les feuilles sont crénelées, ô
pétioles distincts. Les inflorescences sont plus ou moins denses, pileuses. Les fleurs
sont jounes rougeôtres.

Usoqe frodllonnel :

Le suc des feuilles, légèrement flombé, est odministré per os contre les
vomissements; il est égolement utilisé pour le troitement des otites. Le décocté
de lo tige feuillée est recommondé por voie orole pour le troitement des ictères,

Chlmle :

Les proflls chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Kolonchoe crenoto et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures
G20 o,b.

Tesl d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Kolonchoe crenoto provoque une décolorotion de 13 % pour une solution de
O.25 gl I et de 6 % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résuttots,
Kolonchoe crenoto est clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).
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Tesl sur hêmlocyles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G2l o,b,c. Kolonchoe crenoto ne
présente oucune oction sur lo lipoperoxydotion induite por le tert-buVl
hydroperoxyde; por contre lo dose de lmg de plonte sèche /ml de suspension
possède une octivité ontinécrotique significotive tont pour lo LDH que pour les
ASAT.
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G2l : Effet de Kolonchoe crenoto sur des hépotocytes isotés
hydroperoryde (l.5mM) pendont trente minutes.

o. effet sur lo production de motonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osporlote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
t r  p  < 0 . 0 1
t t '  p  <0 .001
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Sfoudio gobonensis Wolb. (Myrlsilcoceoe)

Réportltlon qéoErophlque :

Espèce répondue du Nigério ou Zoire.

Descdpllon bolonlque :

Stoudio oobonensis est un orbre de 30 ô 35 mètres de hout, lo bose du
tronc peut otteindre 75 cm de diomètre, le fut cyllndrique et droit peut exuder
un liquide roug+song, lo cime est étogée, Les feuilles oblongues, ocuminées,
globres ont l0 ô 18 cm de long et 3 ô 6,5 cm de lorge. Les Inflorescences môles
de 5 è 7 mm de diomètre, brièvement stipitées comporlent 20 ô 30 fleurs de 2
mm de long. Les fruits sont ellipso'ides de 2 ô 3,5 cm de long et de 1,4 ô 1,8 cm
de lorge ovec un stipe de 2 ô I mm de long.

Usoqe lrodlllonnel :

Le décocté de l'écorce est utilisé comme hémostotique en usoge externe,
il seroit égolement revitolisont por voie interne. L'écorce est égolement utilisée
ou Gobon pour troiter les étots ictériques.

Chlmle :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovono'ides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Stoudio oobonensis
et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentées en
figures G22 o,b.

Test d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les condltlons précédemment décrltes, l'extroit oqueux de
Stoudlo oobonensls provoque une décolorotion de 19 % pour une solution de
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O.25 gt I et de 11 % pour une solution de 0.125 gl I. Devont ces résultots,

Stoudio oobonensis est clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Test sur héPolocYles lsolés :

L'expêrimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et

les résultots sont représentés dons les figures G23 o,b,c, Stoudio oobonensis
(1 mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo

lipoperoxydotion engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde. Por contre, elle

s'oppose de monière significotive ou relorgoge des ASAT et de lo LDH, bien que

son oction reste relotivement modeste'
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IgH€G5rBH+96 r

nMoles

MAD

DMSO tBH IBH+SG 1 tBH+SG.5 tBH+RO 1

G23 : Etfet de Stoudio oobonensis sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-butyl
hydroperonfde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. etfet sur lo fuite de locticodeshydrogénose GDH)
c. effet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
t r  p  <0 .01
' t t  p  < 0 . 0 0 1
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Coch lospermum lincforiu m A. Rich (Cochlospermoceoe)

Réporllflon qéooroohlque :

Espèce répondue du Sénégol ô l'Ougondo.

Descrlpton botonlque :

Cochlospermum tinctorium est une plonte ô souche vivoce semi-tubéreuse
et ligneuse dont les rocines et les tiges vMoces restent enterrées, seules se
développent, en surfoce, l'opporeil végétotif onnuel et l'opporeil florifère. Les
tiges feuillées ont 30 ô 80 cm de houteur. Les feuilles polmitilobées sont ô lobes
effilés. Des fleurs joune-d'or opporoissent ou ros de lo terre, Le fruit esf une
copsule ovoîde contenont des groines noires entourées de longs poils.

Usooe frodlllonnel :

Le décocté des tubercules est bu en cos de dysménorrhée et est
égolement utilisé tiède, en boin de siège pour troiter le prolopsus onol. Ces
mêmes tubercules, en mocérotion (porfois dons l'urine de boeuD, sont réputés
onti-ictériques por voie orole et sont très lorgement utilisés por les trodiproticiens
ofricoins dons cette indicotion,

Chlmle :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonolrdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Cochlosoermum
tlnctorium et obtenus selon les protocoles prédemment décrits sont représentés
en figures G24 o,b.

Test d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH :

Testé dons les condilions précédemment décrites, l'extrolt oqueux de
Cochlosoermum tinctorium provoque une décolorotion de 70 % pour une
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solution de 0.25 g/ I et de 43 oô pour une solution de 0.125 gl l. Devont ces
résultots, Cochlosoermum tinctorium est clossée en type ll.

Tesl sur hépofocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G25 o,b,c. Cochlospermum
tinctorium (l mg/ml) présente un effet protecteur, relotivement moyen, ô
l'encontre de lo peroxydotion lipidique engendrée por le tert-butyl
hydroperoxyde. Por contre elle s'oppose de monière tout ô foit significotive ou
relorgoge extrocelluloire des FuSAT et de lo LDH. Cochlosoermum tinctorium
confirme donc, sur ce modèle, l'octivité hépototrope troditionnellement
reconnue.
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G25 : Etfet de Cochlosoermum tinctorium sur des hépotocytes isolés et intoxiqués
tert-butyl hydroperoxyde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osportofe ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
t '  

P  <0 .01
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Coch lospermu m plonchon ii Hook. (Cochlospermoceoe)

Réporlltlon qéoqrophlque :

Espèce de sovone présente depuis lo Guinée jusqu'ou Comeroun.

Descrlpltlon bolonlque :

Cochlosoermum olonchonii est un orbuste otteignont .|,50 mètre de
houteur. Les feuilles sont profondément lobées, les lobes sont oblongs, orrondis,
rorement dentés. Lo foce inférieure des feuilles est plus ou moins loineuse. Les
fleurs, joune or, sont regroupées ou sommet de lo tige. Le fruit est une copsule
ovoide contenont des groines noires recouvert de poils bloncs.

UsoEe lrodillonnel :

Les rocines sont utilisées pour leur vertu onti-lctérique dons plusieurs poys
ofricoins, soit en monothérople, soit en ossociotion ovec d'outres espèces, le
plus souvent ovec Xontho>vlum xontho>o/o'ides.

Chlmle :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Cochlosoermum
plonchonii et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont
représentés en figure G26 o,b.

TEsl d'lnhlblllon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditlons précédemment décrites, l'extrolt oqueux de
Cochlosoermum plonchonii provoque une décolorotlon de 78 % pour une
solution de 0.25 g/ I et de 49 % pour une soluflon de 0.125 gl l. Devont ces
résultots, Cochlospermum olonchonil est clossée en Vpe ll.
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Tesl sur hépolocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les rêsultots sont représentés dons les figures G27 o,b,c. Cochlospermum
olonchonii (l mg/ml) présente un etfet protecteur Ô l'encontre de lo
lipoperoxydotion engendrée por le tert-buM hydroperoxyde et s'oppose
égolement de monière tout ô foit significotive ou relorgoge extrocelluloire des
ASAT et de lo LDH. Cochlosoermum plonchonii confirme donc son octivité
troditionnelle sur ce modèle.
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G27 : Effet de Cochlogoermum oloncho4j! sur des hépotocytes isolés et intoxiqués
tert-bufi/ hydropero{fde (l.SmM) pendont trente minut,es.

o. effet sur to production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
' i  p  < 0 . 0 1
t t '  p  <0 .001
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Eupqfolium connobinum L. (Asteroceoe)

Réporflllon qéoorqphlque :

Euootorium connobinum se retrouve dons les porties tempérées d'Asie et
d'Europe oinsi qu'ou Mexique et lo portie Est des Etots Unis.

Descrlpflon bolonloue :

Plontes noines ou peu élevées, de 30 à 80 cm, grêles; les feuilles sont
presques toujours simples; le copitule en corymbe est peu volumineux; l'oigrette
égolont ou plus l'okène.

Usoqe lrodlflonnel :

Euootorium connobinum est utilisée dons de nombreux poys de culture fort
ditférentes (Europe, Asie, Afrique du nord, Amérique du sud). On reconnoit Ô
cette espèce des propriétés diurétiques, émétiques, ontipyrétiques, vulnéroires et
onti-inflommotoires, Les phormocopées troditionnelles mentionnent surtout deux
indicotions principoles, l'utilisotion en usoge externe pour lo cicotrisotion des
ploies et, por voie orole, contre les nmolodies du foie" et de lo vésicule ou les
étots ictériques.

Chlmle :

Les éfudes chlmiques d'Euootorium connobinum révèle lo présence de
loctones sesquiterpèniques, notomment d'eupotoriopicrine, de triterpènes
(océtote de dommorodiényle), de'stérols (toroxostérol, stigmostérol), de di et
monoterpènes (connoclérodonollde), de flovonoides (rutoside, hyperoside,
quercetine, ostrogoline, lsoquercetine) et des ocides phénols (oc. coféique, oc.
chlorogénique, oc. lsochlorogénlque). ll fout noter en outre lo présence
d'olcoloides pynolizidlnlques (echinotine, supinine Vcopsomine, intermédine)

Les profils chromotogrophlques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extrolts oqueux d'Eupotorium
connoblnum et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont
représentés en flgures G28 o,b.
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Tesl d'lnhlblllon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux
d'Euootorlum connobinum provoque une décolorotion de 16 % pour une
solution de 0.25 g/l et de 9 % pour une solution de 0.125 g/1. Devont ces
résultots, Eupotorium connobinum est clossée en type | (foible octivité
ontirodlcoloire).

Test sur hépofocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots'sont représentés dons les figures G29 o,b,c. Eupotorium connobinum
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo
lipoperoxydotion engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde ou de lo fuite
enzymotique.
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o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
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Euphorbio hirto L. (Euphorbloceoe)

Réporflllon qéoorophlque :

Originoire d'Austrolie, Euohorbio hirto est lorgement répondue dons tout les
poys troplcoux et sub-tropicoux,

Descripllon bolonlque :

Euohorbio hirto est une plonte herbocée, vivoce et dressée dons les endroits
sombres et humides; onnuelle et romponte lorsque le milieu est ensoleillé et sec,
Les tiges grossièrement pubescentes peuvent otteindre 40 cm de hout. Simples ou
romifiées, elles sont d'un vert tendre teinté de rouge. Les feuilles de 'l ô 5 cm de
long sont opposées, obliquement ovées ô loncéolées et finement denticulées. Le
limbe est pubescent sur les deux foces, Les fleurs môles et femelles sont distinctes,
très petites, blonches, jounôtres ou verdôtres. Elles sont groupées en petites cymes
globuleuses, oxilloires de 0,5 ô I cm. Les involucres sont petits, courtement
pédicellés, cupuliformes. Les fruits forment des copsules globuleuses rouges puis
brunôtres de 1,5 mm de lorge et sont composés de trois coques corénées,
couvertes de poils et renfermont chocune une groine rouge brique, oblongue,
quodronguloire de 0,7 mm de long.

Usoge lrodlllonel :

Euphorbio hirto est très lorgement utilisée et occupe une ploce privilégiée
dons les phormocopées d'Asie orientole et d'Afrique tropicole. Ses indicotions sont
extrêmement voriées et on retrowe son utilisotion dons le troitement d'offections
gostrolntestinoles (dysenterie), cordioques, respirotoires et génitoles. Ses propriétés
ontolgiques, fébrifuges, onti-lnflommotoires et cicotrisontes sont égolement connues
des trodlprotlclens. Le décocté de plontes entlères ou de porties oériennes est
utilisé, en monothérople ou en ossociotion, dons les cos d'ictère.

Chlmle :

Le tri phytochlmique préliminoire sur les porties oériennes donne les résultots
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suivonts :

olcoloides : -

stéroides,terpénoides : +

composés phénoliques :
flovonoides : +
dérivés cyonogénétiques :

soponosides : +
tonins : +
quinones : -

onthocyonosides :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovono'ides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Euohorbio hirto et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figure
G30 o,b.

Tesf d'lnhlbiflon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites l'extroit oqueux de
Euphorbio hirto provoque une décolorotion de 66 0ô pour une solution de 0.25 g/ |
et de 4l % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Euohorbio hirto est
clossêe en type ll.

Tesf sur hépotocvles lsolês :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et les
résultots sont représentés dons les figures G3l o,b,c. Euohorbio hirto (l mg/ml)
présente un effet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion engendrée por le
tert-bufl hydroperoryde oinsi qu'un effet signiflcotif sur lo nécrose cellulolre suivie
por le relorgoge enzymotique de LDH et d'ASAT. Euohorbio hirto confirme
pleinement son Indicotion troditionnelle sur ce modèle.
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tSrffiH I lBlt El.{s
0

lB!+€i.is taH*âO r

MAD

taq€H r

nMoles

DMSO tBH tBH+EH 1 tBH+EH.5 tBH+RO 1

G3l : Etfet de Euphorbio hirto sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou teri-butyl
hydropero:oyde (l.5mM) pendont trente minutes.

o. etfet sur lo production de molonotdèhyde (MAD)
b. etfet sur to fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osportore ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
' t  p  <0 .01
' t r  p  <0 .001
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Juniperus communis L, {Cupressqceoe)

Réporflflon gêoqrophlque :

Espèce répondue en Europe et dons tout l'hémisphère nord.

Descriollon bolonlque

Juniperus communis est un orbrisseou buissonnont ou un petit orbre de 1 ô
6 mètres de hout. Les feuilles sont verticillées por trois, étolées, étroites, effilées
en une pointe piquonte. Les cônes fructifères chornus sont formés de lo soudure
de trois écoilles ovulifères. lls sont globuleux de 6 ô 8 mm de diomètre, d'obord
verts, puis bleu-noir et recouverts de cire ô moturité (2 ons oprès lo floroison).

Usoqe frodiflonnel

Du genèvrier on emploie les boies, les sommités et les extrémités des
romeouK le bois, les cendres. Toutes ces porties se montrent toniques,
stomochiques, diurétiques, sudorifiques, stimulontes, dépurotives, onticotorrholes,
Les boies sont opéritives, focilitent lo digestion et dissipent les flotuosités. Le bois
fournit une décoction sudorifique et diurétique employée contre le rhumotisme
chronique, lo goutte et les molodies cutonées. L'huile extroite des boies est
utlisée en friction dons les lumbogos et les névrolgies. Junioerus communis est
égolement employé en opplicotion sur les ulcères otoniques et les ploies
rebelles.

Chlmle :

Les profils chromotogrophlques en couches minces des flovonoîdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Junioerus communis
et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en
figures G32 o,b.
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Test d'lnhlblflon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Juniperus communis provoque une décolorotion de 47 % pour une solution de
o.25 gll et de 3l o/o pour une solution de 0.125 gtl. Devont ces résuttots,
Junioerus communis est clossée en type | (foible octivité ontirodicololre).

Tesf sur hépofocyles lsolês :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G33 o,b,c. Juniperus communis
(1 mg/mt) présente un etfet protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion et
des fuites enzymotiques en LDH et en ASAT, engendrées por le tert-butyl
hydroperoxyde,
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G33 : Effet de Junioerus communis sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou terl-
but/ hydropero4lde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. effet sur to production de motonotdèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fulte d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
t '  p <0.01
t t t  o  < 0 . 0 0 1



L49

Eschscholzio cqlifornico Chom. (popoveroceoe)

Réporlltlon qéooroohlque :

Espèce originoire du sud colifornlen et du Mexique.

Descdollon bolonloue :

Eschscholzio colifornico est une plonte herbocée onnuelle ou plus rorement
vivoce, globre, glouquescente, ô tige oscendonte pouvont otteindre de 30 ô 60
cm de hout. Les feuilles sont olternes, pétiolées, tripennotifides. Une fleur
terminole de couleur joune orongée ô joune d'or se développe ou sommet de
chocune des tiges. Les fleurs sont régulières, hermophrodites, opposilofoliées
ovec de longs pédicelles et un réceptocle concove. Le colice de I ô 4 cm est
composé de deux sépoles soudés, coducs et opposés.

Usoqe lrodlfionnel :

Les feuilles d'Eschscholzio colifornico sont utilisées troditionnellement en
usoge interne contre les moux de dents et les coliques et en cotoplosme contre
les ulcères voriqueux. Les porties oériennes ont été indiquées comme
hypnotiques, colmontes et onolgésiques.

Chlmle :

Eschscholzio colifornico est riche en olcoloides, slx groupes ont été
répertorlés dons lo littérofure (povine, protopine, benzophénonthridine,
oporphine, benzyl tétrohydro isoquinoléine, protoberberine). on y révèle
égolement lo présence d'hétérosides cyonogénétiques (triglochlnine, linomorine),
de flovonoides (rutlne), d'ocides orgoniques (fumorote, molote).

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux d'Eschscholzlo colifornico
et obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en
flgures G34 o,b.
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Tesl d'lnhlblflon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux
d'Eschscholzio colifornico provoque une décolorotion de l0 06 pour une solution
de 0.25 g / | et de 6 % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots,
Eschscholzio colifornico est clossé en type I (foible octivité ontirodicoloire).

Test sur hépotocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G35 o,b,c. Eschscholzio colifornico
(l mg/ml) ne présente oucun etfet protecteur è l'encontre de lo
lipopero4ydotion ou de lo fuite enzymotique engendrée por le tert-butyl
hydroperox/de,
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G35 : Etfet de Eschscholzio colifornico sur des hépotocytes isolês et intoxiqués ou lerf-
butyl hydroperox/de (l.SmM) pendont trente minutes.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. etfet sur lo tuite de loctlcodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
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Clepis rueppellii Sch. Bip. (Composlloe)

Rêporllllon oéooroPhloue

Bien représentée ou Yemen et ou nord-est de l'Afrique tropicole, en
oltltude sur les versonts montogneux

Usooe lrodlflonnel

Crepis rueppellii est connue pour ses vertus hépotoprotectrices; les porties
oériennes sont prescrites froîches ou en infusion contre tous syndromes
hépotiques, Crepis rueppellii est égolement utilisée comme ontisposmodique
oprès les occouchements ou lors de colites et contre les onémies (Fleurentin,
le83).

Chlmle

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Crepls rueppellii et
obtenus selon les protocoles prédemment décrits sont représentés en figure
G36 o.b.

Tesf d'lnhlblflon du rodlcol DPPH

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Creols rueppellii provoque une décolorotion de 37 oô pour une solution de
0.25 gl I et de 29 % pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Creois
rueooellii est clossée en type | (foible octivlté ontirodicoloire).

Tesl sur hépofocvles lsolés

L'expérimentofion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G37 o,b,c. Creols rueooellii
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur notoble ô l'encontre de lo
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lipoperoxydotion engendrée por le tert-butyl hydropero4/de et ne s'oppose ni ou
relorgoge de lo LDH ni ô celui des A"SAT.
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nMoles

MAD

DMSO tBH tBH+Cr1

G37 : Etfet de Cr-eois rueooelll sur des hépotocyîes isolés et intoxiqués ou tert-butyt
hydroperoryde (l.SmM) pendont trente minufes.

o. effet sur to production de motonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de tocficodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osporlole ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05,r p ,g.gl
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Pulicolio orientolis Joub. ef Spoch. (Composltoe)

Réporflllon oârqrophlque : Yemen

Usooe frodlllonnel

Pulicorio orientolis est utilisée por voie externe, en friction, pour son oction
tonique et ontirhumotismole. Por voie orole, Pullcorio orientolis est recherchée
pour ses vertus opéritive, ontipyrétique, ontisposmodique et de monière plus
générole sur les troubles digestifs.

Chlmle

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Pulicorio orienTolis et
obtenus selon les protocoles prédemment décrits sont représentés en figures
G38 o,b,

Tesl d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Pulicorio orientolis provoque une décolorotion de 33 oô pour une solution de
O.25 gl I et de l8 % pour une solution de O.125 gl l. Devont ces résultots,
Pulicorio orientolls est clossée en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Tesl sur hêoolocvtes lsolés

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G39 o,b,c. Pulicorio orientolis
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur notoble ô l'encontre de lo
lipoperoxydotlon engendrée por le tert-butyl hydropero4yde et ne s'oppose ni ou
relorgoge de lo LDH nl ô celul des ASAT.
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DMSO

MAD

tBH tBH+Po1

i'k",Jilx""ffi#,Ël':ï,lsÊ:."cYtesisolésetintoxiquésoutert-buty|
o. effet sur to production de motonofOényOe (MAD)
b. effet sur ro tu*e de rocticodesnvo,ogéÂàr"'ilï[i
c. etfet sur to tuire d,osportote ominotrËnsieiàrè-t]qSnO

' p <0.05
* p (0.01
i"  p <0.001
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Vqccinium myrlillus L. (Ericqceqe)

Réporllllon oéoorophloue

En moyenne montogne, sur des tenoins siliceux dons tout l'hémisphère
nord.

Descrlpllon bolonlque

Sous-orbrisseou de 20 ô 60 cm ô feuilles ovoles, finement dentées. Les
fleurs sont blonc verdôtre ou rosées, en forme de grelot. Les fruits sont de petites
boies sphèriques, bleu noirôtre, chornues, ocidulées ou légérement sucrées ô
moturité complète.

Usoqe lrodlllonnel

Voccinium mvrfillus entre dons le troitement de diverses dyspepsies et
différents troubles lntestinoux tels que diorrhées, infections intestinoles et colites.
Voccinium mvrtillus est égolement utilisé pour ses verlus opéritive et onti-
émétique, ontidiobétique. On retrouve son emploi dons des cos de
dysménorrhées, de douleurs pelviennes et lombosocrées et de tensions
mommoires et dons le troitement de divers troubles de lo circulotion veineuse.

Chlmle

Les fruits de Voccinium mvrtillus contiennent des onthocyonosides
(myrtillines o et b, delphinidine, molvidine, pétunidine, cyonidine, péonidine), mois
égolement des tonins (cothéchol, procyonidine), des ocides phénols (ocides
coféique et chlorogénique), des triterpènes (ocide ursollque et ocide
oléonolique) et du B corotène.

Les profils chromotogrophlques en couches minces des flovonolldes et des
composés réducteurs présents dons les exholts oqueux de Voccinlum myrtillus et
obtenus selon les protocoles prédemment décrits sont représentés en figures
G40 o,b.
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Tesl d'lnhlbltlon du rodlcol DPPH

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Voccinium mvrtillus provoque une décolorotion de 39 06 pour une solution de
O.25 gl I et de 28% pour une solution de 0.125 gl l. Devont ces résultots,
Voccinium mvrtillus est clossé en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Test sur hépotocvles lsolés

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G41 o,b,c. Voccinium mvrtillus
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo
lipoperoxydotion et du relorgoge extrocelluloire de lo LDH et des ASAT
engendrés por le tert-buM hydroperoxyde.
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nMoles

MAD

DMSO tBH tBH+Vm1 tBH+Vm.5

G4l : Etfet de Voccinium mvrtillus sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-butyl
hydroperoffde (l.SmM) pendont trenie minutes.

o. etfet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur to fuite de tocticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p (0.0S
'  p <0.01
' t t  p  < 0 . 0 0 1
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Bidens piloso [. (Asferoceoe)

Réporllflon sêoorophlque : Pontropicole

Descrlpflon bofonlque

Bidens piloso est une herbe onnuelle, êrlgée, de 30 ô 80 cm de houteur,
Lo tige est de section tétrogonole. Les feuilles sont opposées, les inférieures
composées, les supérieures ou florifères souvent simples, Les folioles de 3 è 5,
sont ovoles ou loncéolées, dentées, de dimensions voriobles, globrescentes. Les
inflorescences en copitules, corymbiformes sont lorgement pédiculées. Les fleurs
sont ligulées ô corolles blonches ou tubuleuses et jounes. Les okènes, noirs ou
gris sont couronnés por 2 ou 3 longs poppus ciliées.

Usooe frodlflonnel

L'infusé des fleurs de Bidens plloso est réputé pour être chologogue,
ontidiorrhéique et ontidysentérique por voie orole.

Chlmle

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovono'rdes et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux de Bidens piloso et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits sont représentés en figures
G42 o,b.

Tesl d'lnhlblllon du rodlcol DPPH

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extrolt oqueux de
Bidens plloso provoque une décolorotion de 59% pour une solution de 0,25 g/l
et de 3l% pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Bldens piloso est
clossé en Vpe ll.
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Tesl sur hépolocvles lsolés

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G43 o,b,c. Bidens oiloso (l mg/mt)
présente un effet protecteur moyen ô l'encontre de lo lipoperoxydotion
engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde et s'oppose de monière tout ô foit
significotive ou relorgoge extrocelluloire de lo LDH. Les ASAT sont égolement
diminuées mois de monière moins imporfonte.
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DMSO

MAD

tBH tBH+BP1

intoxiqués ou tert-butyl94? , Effet de Bidens. oiroso sur des hépotorytes isorés ethydroperoXyde (l.SmM) pendont trente minutes.
o. effet sur to production de molonotdèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de tocticodeshydrogénose'<fOXi
c. effet sur ro tuite d'osportote ominofËnsteroànsnrl

' p <0.05
" p <0.01
tt '  p <o.0ol
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Annonq leficulqto L. (Annonoceoe)

Répqrlltlon qéoorophlque : pontropicole

Descdpllon bofonlque :

Annono reticuloto est un petit orbre buissonnont pouvont otfeindre
7 mètres de hout, très romifié dès Io bose d'écorce brune et rugueuse. Les
feuilles distiques, simples ont un pétiole de I è 15 mm de long, sons stipule, Le
limbe est loncéolé ou oblong-loncéolé, de 5 ô 30 cm de long et de 2 Ô 7 cm
de lorge, oigu ô l'opeK vert foncé, légèrement brillont et globre dessus, terne et
légèrement pubescent dessous. Les inflorescences forment de petites groppes
de 2 ô 10 fleurs sur les jeunes romeoux. Les fleurs sont hermophrodites ovec un
colice ô 3 sépoles, petits, imbriqués. Lo corolle o 6 pétoles en deux rongs; les
trois extérieurs sont vert-jounôtre, les trois intérieurs très petits sont plus ou moins
blonc-jounôtre. Les étomines sont nombreuses, ô filets très courts; le gynécée est
composé de corpelles nombreux plus ou moins cohérents. Les fruits sont
syncorpes, globuleux ou cordiformes de I ô 12 cm de long, ô peou rougeôtre ô
moturité, lo surfoce est réticulée surtout lorsque le fruit est mûr. Les groines sont
nombreuses, oblongues, brunes foncées dons une pulpe molle, juteuse couleur
crème ou blonc-grisôtre.

Usoqe frodlllonnel :

Les feuilles d'Annono reticuloto sont troditionnellement utilisées per os dons
les troubles digestifs en Guodeloupe et en Mortinique (souvent ovec du
blcorbonote de soudel) olnsi qu'en Hoiti en décoction solée. On relève
égolement des propriétés ontidionhéiques en Amérique centrole,
ontiémétisontes, ontipyrétiques et ontolgiques en Hoiti, ontiulcéreuses en
Jomoique. Annono reticuloto est utilisé contre lo rrfoiblesse des orticulotions" en
Guodeloupe et en Mortinlque. Enfin, les feuilles sont recommondées comme
onxiolytique en usoge externe ou en décoction solée.

Chlmle :

Le tri phytochlmique prélimlnoire sur les feullles d'Annono retlculoto donne
les résultots sulvonts (Wenlger, 1984):

olcoloïdes : +
stéroides,terpénoides : -

composés phénoliques : +
flovonoides :

soponosldes :
tonins : +
quinones : -



1 6 9

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits oqueux d'Annono reticuloto et
obtenus selon les protocoles précédemment décrits'sont représentés en figures
GM o,b.

Tesl d'lnhlblflon du todlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux
d'Annono reticuloto provoque une décolorotion de 16 0ô pour une solution de
0.25 gl I et de 9 oô pour une solution de 0,125 g/ l. Devont ces résultots, Annono
reticuloto est clossé en type | (foible octivité ontirodicoloire).

Test sur hépotocvles lsolês :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G45 o,b,c, Annono reticuloto
(l mg/ml) ne présente oucun effet protecteur ô l'encontre de lo
lipoperoxydotion engendrée por le tert-buM hydroperoxyde ou de lo fuite de
LDH. Por contre, il s'oppose de monière tout ô foit significotive ou relorgoge des
ASAT. Cette situotion est rorement retrouvée sur ce modèle ou cours du
screening d'extroits végétoux son interprétotion est donc délicote et en tout étot
de couse l'obsence d'oction sur lo fuite de LDH ne ploide pos en foveur d'une
octivité hépototrope morquée. Un comportement identique est retrouvé ovec
Annono muricoto.
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G45 : Etfet de Annono reticuloto sur des hépotocytes isolés et
hydroperoxyde (l.5mM) pendont îrente minutes.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osportote ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
* P <0.01
r r t  o  < 0 . 0 0 1

nMoles
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Corlhomus linclorium L. (Asterqceoe)

Réporf lllon oéoorophloue

Originoire d'Arobie, Corthomus tinctorium est oujourd'hui lorgement répondue et
cultivée dons le bossin méditenonéen orientol, en Egypte et dons une gronde
portie de l'Europe pour ses fleurs oux pigments rouges et jounes.

Descrlpîlon bolonlque

Corthomus tinctorium est une herbe onnuelle ou bisonnuelle powont otteindre
60 cm de hout. Les feuilles, sons stipules, sont olternes, luisontes, corioces et
veineuses. Elles ont des dents courtes et épineuses, Les tiges sont droites,
dressées, romeuses et cylindriques. L'inflorescence est un copitule, globuleux,
solitoire et terminol. Les copifules sont homogomes. L'involucre est formée de
plusieurs rongées de broctées élorgies ô lo bose; les broctées externes sont
foliocées et épineuses ou sommet, les broctées internes sont entières, ocuminées
et terminées por un oppendice cilié. Les fleurs (fleurons) sont formées d'un long
tube filiforme de I cm de long qui loge un ovoire uniloculoire ovec un ovule
onotrope, dressé, Ô rophé ontérieur. Le fruit est un okène blonc ô poroi époisse.
Les groines sons olbumen, blonches, luisontes sont oblongues et
quodronguloires.

Usooe lrodlllonnel

Corthomus iinctorium est utilisée en usoge externe pour ses octions cicotrisontes
et ontiprurigineuses, sous forme de compresses d'infusé de fleurs, et
ontirhumotismoles, en mossoge (huiles essentlelles des okènes). L'usoge Interne
recouwe des propriétés fébrifuge, sudorifique, loxotive, diurétique,
emménogogue et dépurotives.

Chlmle

Le trl phytochlmlque prélimlnolre d'un extroit hydro éthonollque de Corthomus
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tinctorium donne les résultots suivonts (MYUNGIMJ, 1990) :

onthocyones:- f lovonoides: +
quinones: -  o lcoloïdes:+/-
tonlns cothéchlques : + tonins golllques : -
soponosides :

Les profils chromotogrophiques en couches minces des flovono'ides et des
composés réducteurs présents dons l'extroit oqueux de Corthomus tinctorium et
obtenus selon les protocoles prédemment décrits sont représentés en figures
G46 o,b

Tesf sur hépotocvles lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et les
résultots sont représentés dons les flgures G47 o,b,c. Corthomus tinctorium
(l m9761; ne présente oucun etfet protecteur ô l'encontre de lo
lipopero4ydotion et un effet modeste sur le relorgoge extrocelluloire de lo LDH
engendré por le tert-butyl hydroperoxyde.
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LDH ASAT
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DMSO tBH tBH+Ct1 tBH+CtO.5 tBH+Ro1

G47 : Effet de Corthomus linctorium sur des hépotocytes isolés et intoxiqués ou tert-
buVl hydroperoxyde (l.5mM) pendont trente minules.

o. effet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. effet sur lo fuife de locticodeshydrogénose (LDH)
c. etfet sur lo fuite d'osportote ominolronsférose (ASAT)

' p <0.05
t t  p  <0 .01
' -  p <0.001

t6!i.OC5
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Peumus boldus Molinq (Monlmloceoe)

Réporllflon qéoqrophlque

Espéce spontonée sur les collines ensoleillées du Chili.

Descdpllon bolonlque

Peumus boldus est un petit orbre buissonnont toujours veri. Les feuilles sont
entières, elliptiques, corioces, d'un vert grisôtre, enroulées sur les bords ef
d'ospect chogriné. Elles portent de petites cymes terminoles de fleurs jounes très
pôles ô nombreuses pièces.

Usooe lrodlllonnel

Peumus botdus est troditionnellement utillsé dons les offections de lo sphère
hépotobiliolre. Ses indicotions sont en foit très lorge, troubles digestifs, migroines,
rhumothismes, otolgies ou encore odontolgies. Peumus boldus est égolement
employé comme diurétique, ontiseptique et onti-inflommotoire des voies
urinoires. Des etfets octivoteurs des sécretions solivoires et gostriques lui sont
égolement conférés, olnsi que des etfets sposmolytiques.

Chlmle

Peumus boldus contlent plusieurs olcoloides tels que lo réticuline, lo N
méthyllourotétonine, lo boldine, l'lsoboldine, lo lourotétonine, lo lourolitsine; mois
égolement des glucosides flovonlques, pneumoside, boldoside, frongoside et
des monoterpènes, cinèol, terpinéol, plnène, oscoridol, eugénol.

Les profils chromotogrophlques en couches mlnces des flovonoides et des
composés réducteurs présents dons les extroits de Peumus boldus et obtenus
selon les protocoles prédemment décrits sont représentés en figures G48 o,b
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Tesf d'lnhlblllon du rodlcol DPPH :

Testé dons les conditions précédemment décrites, l'extroit oqueux de
Peumus boldus provoque une décolorotion de 79% pour une solution de 0.25 g/l

et de 5l% pour une solution de 0.125 g/ l. Devont ces résultots, Peumus boldus
est clossé en type ll,

Tesl sur hépolocvfes lsolés :

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et

les résultots sont représentés dons les figures G49 o,b,c. Peumus boldus
(l mg/ml) présente un effet protecteur moyen è l'encontre de lo

lipoperorydotion engendrée por le tert-butyl hydroperoxyde et s'oppose, de

monière tout ô foit significotive, ou relorgoge extrocelluloire de lo LDH et des

ASAT, ce qui est en occord ovec son indicotlon troditionelle principole.
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nMoles

MAD

DMSO tBH tBH+Pb1 tBH+Pb.5

GA9 : Effet de Peumus boldus sur des hépotocytes isolés et infoxiquês ou tert-butyl
hydroperoxyde (l.SmM) pendont trente minutes.

o. etfet sur lo production de molonoldèhyde (MAD)
b. etfet sur lo fuite de locticodeshydrogénose (LDH)
c. effet sur lo fuite d'osporlole ominotronsférose (ASAT)

' p <0.05
'r  P <0.01
r" P <0.001
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Coppolis spinoso L. tCopporidoceoe)

Réporllllon qéoorophlque : Bossin méditerronéen

Descrlpllon bolonlque

Plonte vivoce, dont lo souche émet choque onnée de nombreuses tiges
lignifiées, flexueuses, disposées en touffes lôches. Les romeoux portent des
feuilles olternes, entières, ovoles, è pétioles munis ô lo bose de deux épines
recourbées. Les fleurs d'un blonc rose, grondes, zygomorphes, solitoires, ô
l'oisselle des feuilles supérieures, sont courtement pédiculées. Le fruit est une
boie indéhiscente contenont de nombreuses groines réniformes.

Usoqe frodlflonnel

Cooooris spinoso est une des ponocées du bossin méditerronéen et
notomment d'Afrique du nord. L'écorce des rocines est utilisée pour ses
propriétés ontirhumotismoles oussi bien por vole orole, sous forme de décocté,
qu'en usoge externe sous forme de compresses inbibées. Les rocines sont
égolement uiilisées pour leurs vertus opéritives, ontisposmodiques, ontiémétiques
et ontidionhéigues. oinsi que dons le troitement de troubles hépotiques.
Copporis soinoso est encore utilisé comme fébrifuge, loxotif, ontihémoroidoire et
ophrodiosioque.

Tesl sur hépolocvles lsolés

L'expérimentotion est menée selon le protocole décrit précédemment et
les résultots sont représentés dons les figures G50 o,b,c. Copooris soinoso (portie
oérienne,Cs ou rocines,Csr) ô lo dose de I mg/ml ne présente oucun effet
protecteur ô l'encontre de lo lipoperoxydotion ou du relorgoge extrocelluloire
de lo LDH et des ASAT engendrés por le tert-butyl hydroperoxyde.
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959 r Effet de Ço,po-qris soinoso sur des hépoîoqrtes isorés ethydroperoryde ( t .SmvIEénOolI hente minutes.
o. etfet sur to producfion de mofono6ènyOe (MAD)
b. etfet sur to tuire de tocticodesnvorogéÂà;. Gùic. etfet sur ro tuite d'osportote ominohËnsrêùrË-<nsan

' p <0.05
" p <0.01
"t  p <o.ool
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Tobleou Gl : Résultots du screenlng préllmlnolre rêollsê sur les 26 espèces vêgéloles
étudlées (+ Poo sP.)

T - lrodlflonellemEnl utlllsé comme hêpofoprofecfeur

DPPH - 96 de décolorotlon du rodlcql DPPH d'une solullon ô 0.25 g/lou DPPH

PL - effel sur lo perorydotlon llddlque

N - effel sur lq nécrose

DPPH T PL N

Poa sp.
Xanthoxylum xanthoxYloi.des
Momordica charantia
Cuscuta americana
Eschscholz ia cal i fornica
Annona reticulata
Annona muricata
Eupatorium cannabinum
Justicia pectoralis
Carthamus tinctoriun
Capparis spinosa
Pulicaria orientalis
Crepis rueppell i i
Vaccinlurn nyrtillus

5
5
6

10
10
16
16
16
19

I
I

33
37
39

+

+

+

+
+

Curcuma domestica
Kalanchoe crenata
Staudia gabonensis
Eupatorium odoratum

6
13
19
42

+
+
+

+
+
+
+

Juniperus communis
Tamarindus indica
Bidens pi losa
Euphorbia birta
Cochlospernum tinctorium
Cochlospernum planchonii
Peumus boldus
Rosmarinus of f icinalis
Terninalia catappa

47
5?
59
66
70
78
79
84
86

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
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ll Remorques et conc!ffinlnq

Les résultots obtenus ou cours de lo phose de screening sont résumés
de monière synthétique dons le tobleou Gl. L'effet des ditférents extroits
testés sur le rodicol DPPH est représenté por le pourcentoge de décolorotion
d'une solution de 0.25 g de plonte sèche por litre. Roppelons que nous
ovions orbitroirement distingué deux Vpes de comportement selon que le
pourcentoge de décolorotion étoit inférieur è 500ô (groupe de foibte octivité
ou groupe l) ou supérieur ô 50% (groupe ll). L'oction sur lo molonoldéhyde
ou sur les fuites enzymotiques est codée por (+) ou (); (+) correspondont ô
une diminution significotive du poromètre consldéré por roppori ou témoin
non troité, è un seuil de risque de première espèce d'ou moins 5o/0,
L'obsence () ou l'existence (+) d'une indicotion troditionnelle est égolement
indiquée,

ll-l Relotion DPPH / lioooero>ordotion

Le test d'inhibition du DPPH est une des techniques utitisées pour
opprocher le pouvolr ontirodicoloire d'une substonce pure. Economique,
relotivement ropide, il présente surtout l'ovontoge de ne nécessiter oucun
motériel sophistiqué. C'est un test purement chimique, les renseignements qu'il
opporte ne reflète qu'une interoction directe, dons des conditions optimoles,
en dehors de tout contexte biologique, entre une molécule de DppH et une
molécule npiégeur de rodicoux libresn, ll ne donne de ce foit qu'une idée
théorique des copocités ontirodicoloires potentlelles des substonces testées.
L'utilisotion de ce test sur des extroits végétoux semble, o priori, être une
gogeure tont les risques d'interférences chimiques poroissent importonts. Lo
confrontotlon de ces résultots ovec ceux obtenus sur un modèle biologique,
ici les hépotocytes isolés, permet d'étoblir le coroctère préditif de ce test,
bien que cette comporoison ne puisse être que portielle. En effet, otteintes
rodicoloires et perorydotion lipidlque ne sont pos des monisfestotions
entièrement superposobles, les premières englobont lo seconde. cependont
lo peroxydotion llpidlque êtont induite puis prolongée por des phénomènes
rodlcololres, il est logique de retrouver une octivité ontilipoperoxydonte pour
des extroits présentont un pourcentoge d'inhibition lmportont c'est è dire une
bonne octivité ontlrodlcoloire.

Pour des concentrotlons de 0.25 gromme de plonte sèche por litre (ce
qui correspond ô des concentrotlons d'expérimentotion de 83 mg/l), les
extrolts végétoux testés entroînent des pourcentoges de décolorotion ô 5
mlnutes qul s'échellonnent de 0% ô 86% . seules I plontes provoquent une
décolorotlon supérieure ô 50%; une newième, Junioerus communis est ô
47% . Ces neuf plontes entroinent toutes, sur le modèle d'hépotocytes isolés
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et intoxiqués ou tBH, une diminution significotive de lo formotion de MAD,
témoin de lo peroxydotion lipidique, Porollèlement, les extroits qui n'entroinent
qu'une décolorqtion inférieure'ô 4006, n'ont oucun effet significotif sur lo
production de MAD introcelluloire. Dons les conditions d'étude et selon les
critères d'octivité que nous ovons définls, lo voleur prédictive du test
d'lnhibition du DPPH est donc très sotisfoisonte et cette méthode semble une
bonne opproche de l'octivité ontirodicoloire dons le codre d'un screening
primoire d'extroits végétoux.

ll-2 Confrontotion de lo trodition et de l'exoérimentotion in vitro

Le screening préliminoire o porté sur 26 espèces végétoles (tobleou Gl),
17 d'entre elles sont peu ou prou utilisées en médecine troditionnelle ô
l'encontre d'offections hépotiques, I ont une utilisotion qui sort de tout
contexte hépotobilioire, Pour cinq espèces troditionnellement utilisées dons les
otfections hépotiques, cuscuto omericono, Euootorium conobinum,
Corthomus tinctorium, Pulicorio orientolis et Crepis ruepellii, oucune octivité
ontinécrotique n'est retrowée sur le modèle expérimentol utilisé. Les l2 outres
espèces possédent une octMité plus ou moins importonte sur les tests in vitro.
Dons cette étude lo trodition se confirme donc dons 7l% des cos. Pormi les
l0 espèces végétoles sons indicotion hépotique, une seule, Eupotorium
odorotum, possède une octivité sur hépotocytes isolés. Deux espèces
végétoles, Annono muricoto et Annono reticuloto freinent uniquement lo fuite
des,\SAT, ce résultot est ditficile ô Interpréter mois l'obsence d'etfet sur lo LDH
ne ploide pos en foveur d'une oction hépototrope morquée. euotre plontes
ont une oction exclusive sur le relorgoge en4ymotique et restent sons effet
significotif sur les phénomènes pero4ydotifs.

D'une foçon générole, lo trodition est très lorgement confirmée puisque
dons plus de 213 des cos, les données empiriques sont vérifiées sur le modèle
expérimentol. Ces résultots démontrent ossez bien l'intérêt de l'opproche
ethnophormocologlque por ropport ô un screening non sélectif, réolisé nô
l'oveuglen. Cette opproche doit cependont se foire ovec précoution cor elle
n'est pos dénuée d'un certoln nombre de difflcultés. Le problème posé por
l'identificotion botonlque préclse est une évidence pour chocun et il n'est
guère besoin d'y lnsister. ll poroît clolr, en outre, que l'existence de
convergence d'usoge d'une espéce végétole entre divers trodlproticiens
d'une même ethnle et plus encore d'ethnies différentes, renforce l'lntérêt de
cette espèce. L'ethnologue, en préclsont lo ftéquence d'utillsotion de telle ou
telle plonte et so ploce dons l'orsenol théropeutlque du trodlproticlen, permet
ou phormocologue de pondérer des Informotions sowent recueltlles en très
grond nombre et de les hlérorchiser. Les recuells de phormocopées
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troditionnelles gogneroient ô préciser plus cloirement les fréquences
d'utilisotion, pour permettre d'écorter des médicotions mineures. Dons le
même esprit, il nous semble préféroble de retenir en première intention les
plontes utilisées en monothéropie por ropport ô celles entront uniquement
dons le codre d'ossociotion. Les remèdes ossociont plusieurs espèces
végétoles imposent, por oilleurs, des controintes expérimentoles plus lourdes
et exposent ou risque d'un résultot foussement négotif lorsque les différents
constituonts du remède sont testés séporément, ce qui se produit
générolement ou cours d'un screening primoire.

Le codre clinique de l'indicotion troditionnelle est lui oussi souvent
frogmentoire. Les données sémiologiques omenont l'usoge de telles plontes
plutôt que de telles outres sont très fréquemment obsentes, ou bénéfice
d'indicotions générolement très lorges qui oppouvrissent considéroblement le
trovoil de terroin. ll est évident que les systèmes de décriptoge de lo molodie
sont fort différents en médecine populoire, troditionnelle ou rrmoderne' et que
les "signes" émis por le potient sont interprétés selon des échelles de voleur
différentes. Cependont, dons tous les cos, lo relotion sémiologieremède reste
fondomentole. Celo nécessite un trovoil de tronscription délicot pour
l'ethnologue, trovoil qu'il est cependont seul en mesure d'etfectuer.

Concernont lo sphére hépotique, il est surprenont de retrouver
l'indicotion d'ictère, de monière quosi systémotique pour toutes les plontes
hépotoprotectrices, sons que ne soit jomois précisé le mode d'instollotion de
l'ictère, so durée, ses signes d'occompognement et qu'ô oucun moment ne
soit foit référence ô lo polpotion et l'observotion du molode, ô l'étot des
téguments ou encore è l'existence de douleur ou d'outres signes
d'orientotion. En un mot, les recueils de phormocopée troditionnelle négligent
générolement les éléments de diognostic retenus por les trodiproticiens; qui
bien que n'étonf pos obligotoirement similoires oux nôtres, n'en sont,
cependont, pos moins informotifs sur lo noture de lo molodie.

Le mode de préporotion (plonte froîche, solvont d'extroction) est bien
évidemment un outre point de divergence éventuelle entre lo trodition et
l'expérimentotion et peut expliquer un certoin nombre de résultots
phormocologiques négotifs. On ottribue d'oilleurs souvent, les propriétés
décrites pour une plonte, entité botonique, ô des extrolts, réolisés ô l'oide de
solvonts divers, qui ne représentent qu'une portie de lo composition chimique
de cetfe plonte et donc de ses potentiolltés théropeutiques.

ll-3 Comoorolson des extrolts véoétoux les olus octifs

Au terme de lo phose de screenlng, les extroits végétoux poroissont les
plus Intéressonts ont été testés, dons le même temps expérimentol et selon les
conditions hoblfuellement employées ofln de comporer leurs ocfivités.
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Les espèces sélectionnées sont Rosmorinus officinolis, Cochlosoermum
olonchonil, Cochlospermum tinctorium, Euohorbio hlrto et Terminolio cotoopo.
Les résultots obtenus, représentés flgure G 5l montrent que les deux espèces
les plus octives, ô lo fois sur les processus peroxydotifs et sur les relorgoges
enzymotiques, sont Rosmorinus otficinolis et Euohorbio hirto. Les investigotions
phormocologiques ont été poursulvies dons ces deux directions. Un cerÏoin
nombre d'investigotions ont égolement été réolisées sur Cochlospermum
tinctorium dons le codre d'un trovoll en colloborotion ovec le Dr Diollo de
l'Unlversité de Louvoin (Belgique) et sont égolement évoquées.
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X etuOe Oe Cocnnspem

Un trovoil ontérieur de Diolto (1987) sur Cochlospermum tlnctorium en
colloborotlon ovec l'équipe de Kiso et Hikino de l'Université de Seido (Jopon)
ovoit mis en évidence l'influence du type d'extroction sur l'octivité
hépotoprotectrice ô l'encontre d'une intoxicotion por le tétrochlorure de
corbone sur un modèle d'hépotocytes en culture primoire. Celui-ci ovoit
montré une oméliorotion notoble de l'effet hépotoprotecteur lors d'utilisotion
d'extrolts méthonoliques ou éthonoliques. Nous ovons cherché ô confirmer
ces résultots sur le modèle d'intoxicotion ou tBH. Les résultots obtenus dons les
conditions expérimentoles hobituelles, d'un extroit oqueuK d'un extroit
hydroéthonolique et d'un extroit éthonolique sont regroupés dons le
tobleou Hl

Tobleou Hl : Influence du mode d'extroction sur l'effet hépotoprotecteur
de Cochlospermum tinctorium.

Dl,tso

tBH 1.5 ltt.r

tBH + Ct aqueux

tBH + Ct hydroétha.

tBH + CT éthanot.

* P> 0.05
*** p 0.00i

ilÂD

0.30 t  0 .08

8.76 t  0 .70
1t

5 . 6 0  t  1 . 1 1
***

1 . 1 2  r  0 . 3 5
**ra

2.31 t  0 .44

LDH

341 t 129

20,|1 t 104

1&9 t 214
***

?45 t 23
rt**

538 r 138

ASAT

8 0 x 2 2

245 t 17

242 t 29
***

5 0 t  2
rt**

8 6 t 1 3

Les résultots confirment les trovoux ontérieurs et montrent lo supériorité
monifeste des deux extroits réolisés en présence d'éthonol tont sur lo
pero4ydotion lipidique que sur les phénomènes nécrotiques. Fort de ces
constototions, Diollo o entreprls le froctionnement des extroits les plus
performonts, dont les modolités et les résultots ont été publiés por oilleurs
(Diollo et coll., 1987). Ces froctionnements oboutissent ô l'identificotion d'un
certoin nombre de constifuonts chimlques présents dons les rhizomes de
C. tinctorlum :

- des ocides gollique et éllogique
- des éllogitonins
- dlvers flovonoides dont lo 7,3' dlméthyl dihydroquercétine et

lo 5,4' dlméthy! quercétlne
- des opocoroténoldes (cochloxonthine et dihydro cochloxonthine)
- des terpènes pentocycllques notomment l'ocide orjunolique
- des triocylbenzènes
- des cétones volotiles
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Pormi ces composés , les coroténoides et les triterpènes ont été
présumés responsobles de l'octivité hépotoprotectrice. Nous ovons, ou cours
de notre trovoil, recherché l'octivlté de cinq de ces froctions, sur le'test in
vitro :

lo froction l, correspondont ô l'ocide orjunolique
lo froction 2, correspondont oux triocyl benzènes
lo froction 3, correspondont oux opocoroténo'jdes
lo froction 4, correspondont ô l'hydronT I déconone
lo froction 5, correspondont oux cétones volotiles

Choque froction o été testée ô lo dose de 0.0S mg por ml de
suspension hépotocytoire selon les conditions opérotoires hobituelles. Les
résultots obtenus sont résumés dons le tobleou H2.

tobleou H2 : Etfets de froctions isolés de c. flnctorium sur hépotocytes
de rot intoxiqués ou tBH

DMSO

tBH 1 r5  mM

tBH + F1

tBH + F2

IBH + F3

IBH + F4

IBH + F5

*  p>  O .05

MAD

0 .19  +  0 .09

4 .86  +  1 .18

3 .38  +  0 .99

4 .58  t  0 .69
*

2 .52  t  0 .80

4 .33  t  L .32

4 .95  t  O .57

LDH

4311  4

592 t  20

725  +  116

594  +  88
*

488+  I

5L7 + 40

57L  +  11

Seuls les opocoroténoides montrent une oction sur le modèle utillsé, leur
octivité sur le relorgoge de LDH reste très modeste, mois ils freinent
slgniflcotivement les phénomènes peroxydotifs .

Le rÔle possible des coroténoides dons les phénomènes de protecflon
ontirodlcololre Ô d'ollleurs été soullgné. Du folt de leur strucfure porflcullère et
leur octfulté prédominonte sur les conséquences peroxydotlves lnduites por le
tBH, on peut émettre l'hypothèse d'un méconlsme de protection por
délocollsotion électronique ou niveou de lo cholne lotérole des
cochloxonthlnes. Ce méconisme pouvont évenfuellement être confirmé por
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des études de résonnonce poromognétique électronique et peut ètre
schémotisé de lo monière suivonte :.

ll fout cependont constoter que lo protection opportée por tes
opocoroiénoides extroiis de C. tinctorium reste foible por ropport è celle de
l'extroit hydroéihonolique, en porficulier sur les phénomènes shiciemeni
nécrotiques. ll est donc proboble qu'il existe des etfets qynergiques, d'outres
composés. nolomment des flovonoîdes (dérivés de lo quercétine) étont
proboblement égolement impliqués dons l'hépotoprotection observée dons
ce mocjèie.
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f Elude d'Euphorblo hlrlo

L'extroit oqueux d'Euohorbio hirto, obtenu por infusion mocérotion
(4 heures) des feuilles et des tiges, o montré ou cours de lo phose de
screening une bonne octivité ontilipoperoxydonte et ontinécrotique oprès
intoxicotion ou tert butyl hydroperoxyde. Avont d'oborder lo phose de
froctionnement, nous ovons cherché, dons un premier temps, ô écorter un
ortefoct éventuel por un méconisme de "compétitionn, ovec le toxique utilisé,
ou niveou extrocelluloire. en effet, cette interoction ouroit pour conséquence
un niveou d'intoxicotion celluloire moindre et l'octivité hépotoprotectrice
observée ne seroit, en réolité, que lo troduction d'une dose de toxique
disponible plus foible.

f gtuae Oe t'efet a

Lo recherche d'une telle interoction est réolisée por l'ojout de l'exlroit
d'E. hirto, l0 minutes oprès le début de l'intoxicotion por le tBH, Nous ovons
vu précédemment, qu'en roison de lo ropidité de lo pénétrotion et de lo
métobolisotion introcelluloire du tBH, cette période étoit suffisonte pour voir
opporoître les phénomènes peroxydotifs et l'effondrement du glutothion
introcelluloire, c'est-Ô-dire pour mettre en ploce tous les focteurs nécessoires
è l'expression de lo toxicité.

Les figures 11 montrent les résultots obtenus lors de tels expérimentotions.
Elles font cloirement opporoître le mointien de l'etfet hépotoprotecteur sur les
deux voies toxiques étudiées molgré l'ojout retordé. comme lors d'un ojout
simultoné è celui du toxiquo Euphorbio hirto o un effet immédiot sur les
phénomènes peroxydotifs et plus tordif sur lo fuite enrymotique. Les
phénomènes protecteurs ne sont donc pos en relotion ovec une interférence
ou niveou extrocelluloire mois bien de noture introcelluloire. Notons ou
possoge que nous ovons vérifié que l'extroit d'Euphorbio hirto n'interféroit
pos, oux doses utilisés expérimentolement, sur les méthodes de dosoges
retenus.

ff mnuence Ou som

Avont d'oborder lo phose de froctionnement d'E. hirto, une série
d'extroction sélective ou Soxhlet est réolisée ô l'oide de solvont de potorité
crolssonte selon lq séquence suivonte, chloroforma éthyl océtote, éthonol,
eou, ofin de rechercher le solvont d'extroction le plus performont.

ll I Mode ooérqtoire

L'extroctlon est réolisée Ô porlir de 80 grommes de feullles et de tiges
d'E. hlrto, finement confusées ovont d'êke plocées dons lo cortouche du
soxhlet. choque lixlvlotion est réollsée wec 600 ml de soMont Jusqu,è ce que
celui-cl resorte totolement lncolore de lo cortouche. Les exholts obtenus sont
olors concentrés sous vide ovont d'êke lyophilisés,
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Les quontités de lyophilisot obtenues sont les suivontes :

1,73 g pour l'extroction chloroformique (R = 2,16%)
1,21 g pour l'extorcfion ô l'éthyl océtote (R = 1,5'l9o)
3,07 g pour l'extroction ô l'éthonol 96' (R = 3,84%)
7,80 g pour l'extroction oqueuse (R = 9,760/o)

ll 2 Contrôle phormocolooique

Les figures 12 montrent les résultots expérimentoux obtenus por les
quotre lyophilisots sur hépotocytes isolés oprès intoxicotion ou teri butyl
hydroperoxyde (1,5 mM), oinsi que por les mélonges des différentes froctions
selon toutes les combinoisons possibles. Les quontités testées correspondent ô
des doses de I mg de plontes sèches por ml de suspension, ll opporoît que
seul l'extroit oqueux opporte une protection significotive sur les phénomènes
pero4ydotifs et nécrotiques, l'ojout d'une ou de plusieurs outres froctions
n'ojoutont rien ô l'octivité de l'extroit oqueux sur ce modèle. On peut donc
considérer que les principes hépotoprotecteurs d'E,hirto sont de noture
strictement hydrosolubles. Le froctionnement s'est de ce foit poursuivi sur
l'extroit oqueux.

ttt tentottves Ae troc

Plusieurs tentotives de froctionnement d'Euohorbio hirto ont été réolisées
ô portir de l'extroit oqueux précédemment obtenu. Celles ci sont réolisées ô
l'oide de colonne en verre de 60 cm de long et 2 cm de diomètre, remplies
de silice G60 ou de cellulose (Merck); différents systèmes éluonts ont utilisé de
l'éthonol 96o, du méthonol et de l'eou supropure en proportions voriobles.
Ces ditférentes tentotives ne seront pos détoillées cor toutes se sont soldées
por un échec dons lo mesure où oucune des froctions recueillies n'o
conservé une octivité hépotoprotectrice significotive sur le modèle
expérimentole utilisé. Aucune outre technique de séporotion n'o por oilleurs
été envisogée en roison des résultots plus intéressont obtenus por lo dernière
espèce végétole retenue, Rosmorinus officinolis qui o, dès lors, focolisé toute
notre ottention.
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I nuae Oe nosmortnus o

l nuOe A'un olout rc

Comme pour Euohorbio hirto, oprès ovoir vérifié que R. otficinolis n'influoit
pos sur les méthodes de mesure utilisées et ovont d'oborder lo phose de
froctionnement, nous ovons cherché ô écorter lo possibilité d'une éventuelle
interoction extrocelluloire entre le toxique et l'extroit végétol, ô l'oide d'un ojout
retordé de l'extroit, l0 minutes oprès l'intoxicotion por le tBH. Cette période étont
jugée sutfisonte pour mettre en ploce les ditférents focteurs de lo nécrose
celluloire, Les figures Jl montrent les résultots obtenus lors de telles
expérimentotions, l'effet protecteur opporoit molgré l'ojout retordé, les
phénomènes protecteurs sont donc bien de noture introcelluloire.

ll tnttuence Ou som

Au cours de lo phose de screening, les extroctions ont été réolisées en
utilisont le solvont le plus souvent retrouvé dons les préporotions troditionnelles,
l'eou. Avont d'oborder lo phose de froctionnement de Rosmorinus officinolis, une
série d'extroction différentielle ou soxhlet est réolisée ô l'oide de solvont de
polorité croissonte selon lo séquence chloroforme, éthyl océtote, éthonol, eou
ofin de rechercher le solvont d'extroction le plus performont. L'ensemble des
trovoux de froctionnement est réolisé sur des jeunes pousses de romorin,
récoltées en juin 1988, ô st Germoin des Puits (Aude), en pleine gorigue, un jour
de beou temps por le coopérotive nL'herbier des forénéesn. A lo réception des
plontes, 24 heures plus tord, les jeunes pousses (porties terminoles de 2 ô 3 cm,
vert tendre) sont séporées du reste de lo portie oérienne et congelées ô -20'C.

!!-t Soxntet l_

ll-l I Mode opérotoire

Un premier soxhlet (Soxhlet l) est réolisé ovec 80 g de jeunes pousses de
romorln, décongelées et flnement contusées ovont d'être plocées dons lo
cortouche du soxhlet. Choque llxiviotion est réolisée ovec @0 ml de solvont
Jusqu'ô ce que celui-cl ressorte totolement incolore de lo cortouche. Les extroits
obtenus sont olors concentrés sous vlde puls congelés en coque ofin d'être
lyophllisés. Les quontités de lyophlllsots obtenues sont les suivontes :

1.73 g pour l'exhoction por le chloroforme
O.24 g pour !'extroction por l'océtote d'éthyle
2.36 g pour l'extroctlon por l'éthonol
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1.94 g pour l'extroction oqueuse
(80g de plonte froîche donnent 30.08g de plonte sèche)

Lors du retour ô lo tempérofure ombionte, l'extroit chloroformique se
portoge en une phose Inférieure, liquide, et une phose supérieure, solide et
cireuse. Cetfe dernière provenont proboblement de lo cuticule des jeunes
pousses est séporée por filtrotion, séchêe ô l'oir et conservée è port. Lo portie
liquide est, oprès filtrotion, troitée comme les outres extroits por lyophilisotion.

ll-l 2 Contrôle phormocologique

Les figures J2 montrent les résultots expérimentoux obtenus por les quotre
lyophilisots sur hépotocytes isolés oprès intoxicotion ou /erf-butyl hydroperoxyde
(1,5mM). L'intoxicotion est fronche tont pour lo production de molonoldéhyde
qu'en ce qui concerne le relorgoge enzymotique. Deux extroits, celui ô l'éthyl
océtote et celui ô l'éthonol, ne présentent oucune oction phormocologique sur
ce modèle. L'extroit oqueux diminue lo fuite enzymotique mois controirement ô
un extroit oqueux obtenu por infusion mocérotion reste sons effet sur lo
formotion de MAD. L'exiroit chloroformique inhibe totolement lo fuite de loctico-
déshydrogénose et réduit de monière très significotive lo production de MAD.
L'extroit chloroformique ô lo dose de I mg de plonte sèche por ml de
suspension d'hépotocytes présente une octivité supérieure ô tous les exlroits
oqueux testés ou cours du screening préliminoire.

!!-z soxntel!!

ll-2 I Mode ooérotoire

Devont ces résultots une deuxième extroction différentielle por soxhlet
(Soxhlet ll) est réollsée ô portir de l20g de jeunes pousses, décongelée, de
Rosmorinus officinolis, en utilisont succesivement deux solvonts d'extroction, le
chloroforme puis l'eou. Le mode de préporotion des lyophilisots est identique ô
celui précêdemment décrit. Les quontités de lyophilisots obtenues sont les
suivontes :

3.91 g pour l'extroit chloroformlque
7.23 g pour l'extrolt oqueux

ll-2 2 Contrôle phormocolooique

Les résultots des expérimentotions réolisées sur ces nouveoux extroits,
présentés figure J3 conffrment les trovoux précédents. L'extrolt chloroformique
festé ô lo dose de I mg de plonte sèche por ml de suspension, révèle une très
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forte octivité olors que l'extroit correspondont ou soxhlet oqueux reste sons effet
sur les poromètres étudiés.

ll-3 Corocterisotion :

Des profils chromotogrophiques en couche mince sont olors réolisés sur les
différents lyophilisots obtenus (Soxhlet I et Soxhlet ll) en vue de lo recherche de
composés réducteurs, de flovonoides et d'ocides phénols; ces substonces étont
susceptibles de porter l'octivité selon certoins outeurs (Kimuro et coll,,l985). Les
triterpènes, composés extroits por les solvonts foiblement poloires et
éventuellement impliqués, eux oussi, dons les phénomènes hépotoprotecteurs
(Hikino et coll.,l984) sont égolement recherchés.

ll-3 I Recherche des composés réducteurs sur Soxhlet I et Soxhlet ll

Lo méthodologie employée est décrite dons le porogrophe F lll-2. Le
révéloteur utilisé est un système onisoldéhydeocide phosphomolybdique.

Les chromotogrommes obtenus sont reproduits figure J4. Le dépôt n'l
correspond ô un extroit obtenu por infusion-mocérotion oqueuse de jeunes
pousses de romorin. Les dépôts 2 è 6 correspondent oux extroits de Soxhlei l.
Les dépôts 7 et I sont ceux correspondont ô lo deuxième extroction
ditférentielle (Soxhlet ll). Les différents extroits chloroformiques utilisés ne montrent
oucun spot, seules opporoissent des troinés bleuôtres en front de solvont. Les
outres extroits présentent des spots qui sont tous retrouvés dons l'infusion
mocérotion.

ll-3 2 Recherche des flovonoides sur Soxhlet I et Soxhlet ll

Le protocole sulvit est celui décrit dons le porogrophe F lll-1. Le révéloteur
utilisé est le réoctif de NEU ovec pulvérisotion secondoire de PEG 4000.

Le chromotogromme est reproduit figure J5. Lo rutine, lo quercetine, l'ocide
coféique, l'ocide chlorogénique et l'ocide rosmorinique sont utilisés comme
témoins. Lo numérototion des dépôts est ldentique ô celle utilisée pour lo
recherche des composés réducteurs. Le réoctif de NEU ne révèle oucun spot
dons les différents exhoits chloroformiques testés, seule une. petite bonde
jounôtre, mol indûiduolisée opporoît en front de solvont, comme d'ollleurs pour
tous les outres extroits. Les exhoits réolisés ô portir de l'océtote d'éthyle,
d'éthonol et d'eou oboutissent ô des spots que l'on retrouve dons le profll de
l'infusion mocérotion.

ll-3 3 Recherche de triteroènes sur Soxhlet I et Soxhlet ll

Lo recherche de trlterpènes est effecfuée sur ploque de sllice Kleselgel G60
sons fluorescence (2oP.O; Merck). Le système solvont est constitué d'un mélonge
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J4: Recherche de cqrposés réducteurs : Soxhlet I et il

p tague de  s i l i ce  K ieseget  G60 sans  f luorescence (Herck)

s o t v a n t :

é rhy t  acé ta te  100

acide fornique 1l

ac ide  acé t ique 11

eau 27
révélateur :  anisalciéhyde ,/  acicje phosphomolybdique

1 .  R .  o f f i c i n a l i s  j e u n e s

2.  R.  o f f i c ina t is  je r .nes

3 .  R .  o f { i c i n a t i s  j e u n e s

4.  R.  o f f i c ina t is  jeurnes

5 .  R .  o f f  i c i n e l i s  j e $ e s

6.  R.  o f f i c lnâ l i s  jeunes

7.  R.  o f f i c ina t is  j c rnes

6.  R.  o f f i c ina t is  je r .nes

9. o anryrine

10. p anyrine

pousses infusion nacération aqueuse
pousses Soxhlet I  chtoroforme (circ)
pousses  Soxh le t  I  ch to ro fo rnre  ( f i t t ra t )

Pousscs Soxhtet t  éthyl scétste
pousses Soxhlct I éthanot

Pousses soxhtet I eau
pousses Soxhlet l l  chtorofornr
pousses Soxhlet t l  cau
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J$'.  Recherche de f lavonoides : Soxhtet t  et t t

ptaque de si l ice Kiesegel G60 sans f luorescence 1l{erck)
s o t v a n t :
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révé la teur  :  réac t i f  de  Neu +  PEG 4000

1. R. off icinal is jeunes pousses infusion rnacéretion equeuse
2.  R.  o { f i c ina l i s  jeunes  pousses  Soxh le t  t  eh toro for rne  (c i re )
3 .  R.  o f f i c ina l i s  jeurnes  pousses  Soxh le t  t  ch to ro fo r rnc  ( f i t t ra r )
4 .  R.  o f f i c ina t is  jancs  pousses  Soxh le t  t  é thy t  acé ta te
5. R. off icinatis jcwres pousses Soxhlet t  érhanot
6. R. off icinal is jeunes pousses Soxhlet t  eau
7.  R.  o f f i c ina l i s  jeunes  por rssrs  Soxh le t  t t  ch lo ro fo r re
E.  R.  o f f i c ina l i s  j cunes  pousses  Soxh le t  t t  eau
9. rut ine + quercctin! + acide rosrnrr iniquc

10.  ac ide  ca fé ique
1 1. acide chlorogénique
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benzène/ocide océtique dons les proportions 9911 (v/v). Lo migrotion est
stoppée lorsque le solvont orrive opproximotivement ô 3 cm du bord supérieur
de lo ploque. Après séchoge, on pulvérise une solution chloroformique de
trichlorure d'ontimoine ô 20 % (m/v). Les ploques sont plocées ô l'éfuve è 120"C
pendont l5' puis observées en lumière ultroviolette ô 366 nm.

Les chromotogrommes obtenus sont reproduits figure J6. Lo numérototion
des dépôts est identique è celle utilisée lors de lo recherche de composés
réducteurs. L'extroit obtenu ô portir de l'infusion mocérotion de jeunes pousses
de romorin et les extroits obtenus por lixiviotion oqueuse réolisée lors des deux
exlroctions ditférentielles por soxhlet ne présentent oucun spot. Les divers extroits
chloroformiques donnent le plus grond nombre de toches; celles ci sont
d'oilleurs identiquement retrouvées dons ces extroits, en porticulier lo portie
cireuse et le filtrot donnent des profils chromotogrophiques similoires. Les extroits
è l'océtote d'éthyle et ô l'éthonol sont égolement identiques entre eux,

!!-a soxhlet_!!!

ll-4 I Mode ooérotoire

Devont ces résultots, une troisième extroction por soxhlet est réolisée
(Soxhlet lll) utilisont cette fois une séquence chloroforme puis méthonol, 100 g de
plonte froîche décongelée sont utilisés, le mode de préporotion des jeunes
pousses de R.officinolis restont identique ô ceux précédement décrits. Les
quontités de lyophilisots obtenues sont les suivonts:

4,2 g pour l'extroit chloroformique
5.6 g pour l'extroit méthonolique

ll-4 2 Contrôle ohormocolooique

Les extroits obtenus sont testés sur le modèle in vitro. les résultots
expérimentoux sont représentés figure J7. A nouveou l'extroit chloroformique
montre une octivité extrêmement intéressonte, s'opposont presque
complètement ô l'oction du fert-butyl hydroperoxyde. L'extroit méthonolique
étont, quont ô lui, peu octif sur le relorgoge enzymotique et lo production de
MAD.
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J6 i  Recherche de  t r i te roènes :  Soxh le t  I  e t  I l

plaque de si l ice Kicselget G60 sans f luorescence ( l terck)
solvant :  benzêne / ac. acétique e9/1,
révétateur :  SbCt, ?02 dans chloroforre

l .  R. officinalis jeurnes pousses infusion macération aqueuse
2.  R.  of f ic inar is  jeunes pousses soxhtet  t  chtoroforme (c i re)
3 '  R '  of f ic inar is  jewres pousses soxhlet  t  chroroformc ( f i t t ra t )
4.  R.  of f ic inat is  jernes pousses Sorhtet  t  é thyt  acétate
5. R. officinatis jeunes pousses Soxhlet t éthanol
6. R. off icinatis jer.nes polrsses Soxhlet t eau
7.  R.  of f ic inat is  jeunes pousscs Soxhtet  l t  chtoroforme
8. R. officinalis jer.nes poussês Soxhlet tt eau
9. c anryrine

10. ! anyrinc
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tt-S Corocterisotio

ll-5 I Recherche des flovonoides

Lo méthodologie employée est celle décrite précédemment. Le révéloteur
utilisé est le réoctif de NEU. Les extroits issus du Soxhlet I sont comporés Ô ceux
du Soxhlet lll (fi9. JB).

Les extroits chloroformiques ne montrent oucune toche, on retrouve
cependont une bonde jounôtre en front de solvont. L'extroit méthonolique (Slll)
présente cinq spots qui sont retrouvés sur les chromotogrommes des extroits è
l'éthyl océtote, ô l'éthonol et oqueux (Sl).

ll-5 2 Recherche de triteroènes

Le protocole employé est celui précédemment décrit. Les extroits
chloroformiques issus des deux extroctions ont des profils chromotogrophiques
identiques (fig. J9). L'extroction méthonolique foit opporoître 2 spots en bos de
lo ploque et I spot dons lo portie supérieure; le même profil est obtenu ovec les
froctions è l'éthyl océtote et ô l'éthonol.

ll-6 Conclusions e

L'ensemble de ces résultots foit cloirement opporoître :

* lo supériorité des extroits chloroformiques por ropport ô tous les outres
extroits testés, tont sur lo formotion de molonoldéhyde consécutive ô lo
peroxydotion lipidique que sur le relorgoge enzymotique signont lo nécrose
celluloire,

** l'obsence opporente, sur les données de lo chromotogrophie sur
couche mince, de flovonoides dons les extroits chloroformiques et leur présence,
dons les extroits sons effet phormocologique. Celo donne ô penser qu'ils
n'interviennent pos en tont que support d'octivité dons le modèle étudié,
L'octivité phormocologique devroit donc en toute logique être porté por des
composés révélés por le trichlorure d'ontimoine c'est ô dire des composés de
noture terpènlque, stéro'idienne ou coroténoTdienne.

Ces conclusions suscitent deux remorques

* Certolns outeurs ovolent suspecté que l'ocflvité phormocologique du
romorln reposoit sur lo présence de certolns ocides phénols comme l'ocide
cofélque, l'oclde chlorogénlque et surtout l'oclde rosmorinlque (Kimuro et
coll.,l985). Ces substonces insolubles ou trés peu solubles dons le chloroforme
sont entrolnées por des solvont tels que l'éthonol, le méthonol ou l'eou.
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J8: Recherche de f lavoroîdes :

-  p taque de  s i l i cc  K iesege l
- sotvant :

éthyl acétate

acide forrnigue

acide acétique
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- révétateur :  réacti f  de Ncu + PEG 4000

1 .  R .  o f f i c i n a t i s

2 .  R .  o f f i c i n e t i s

3 .  R .  o f f i c i n a t i s

4 .  R .  o f f i c i n a t i s

5 .  R .  o f f i c i n a t i s

6 .  R .  o f f i c i n a t i s

jcunes pouss$ Soxhlet
jeunes pousses Soxhtet
jeunes pousscs Soxhlet
jeuncs porsses Soxhlet
jcuncs pousses Soxhtet
jcrncs potæses Soxhtêt

I  ch toro forne  ( f i t t ra t )

I  éthyt acétate

I éthanol,

I eau

I I  I  chtorofome

I t I nréthcnot
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J9! Recherche de tr i tercÈnes : Soxhtet t t t

-  ptaque de sit ice Kieselgel G60 sans ftuorescence (Herck)
- sotvant :  benzène / ec. acétique (Wl1)
- révétateur :  SbCt, 202 dans chlorofortæ

1 .  R .  o f f i c i n c t i s
2 .  R .  o f f i c i na t  i s
3 .  R .  o f f i c i na t i s
4. c amyrine
5. É carotèrr

JeLrreS porJsses Soxhlet l! chtorofOrme
jeuncs pousses Soxhlet l l l  chtorofonræ
jeunes porrsses Soxhtet til néthanol,

sauf précision toutes tes techcs sont rose oiânge
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L'obsence d'octivité phormocologique des extroits correspondonts nous o

omené è tester ces sustonces pures sur le modèle d'hépotocytes isolés,

intoxiqués ou terl- butyl hydroperoxyde.
Ces composés sont solubilisés dons le DMSO et opportés sous un volume

de 20 pl ô lo suspension hépotocytoire (DMSO= 0,50ô v/v) de sorte que leur

concentrotion finole soit de 100 pM (env. lSpg/ml). L'ocide rosmorinique

représente I ô 30ô de romorin (poid sec) donc I mg de plonte séche/ml

correspond ô un poids compris entre l0 et 30 plg d'ocide rosmorinique /ml de

suspension.

Les résultots expérimentoux concernont l'ocide coféique et l'ocide

chlorogénique sont représentés figure JlO, Ni l'un, ni l'outre ne protégent lo

cellule hépotique intoxiqué por le /ert-butyl hydroperoxide. L'ocide rosmorinique

freine lo formotion de molonoldéhyde (fig Jl l) mois reste sons effet sur le

relorgoge en4ymotique. Ces substonces ne semblent donc pos être responsobles

de l'octivité protectrice opportée por un extroit obtenu por infusion mocérotion.

** Si l'on considère que des substonces de noture terpèniques ou

stéro'r'diennes sont ô l'origine de l'octivité phormocologique, il convient olors de

vérifier deux hypothéses
-> le possoge de ce type de substonce dons l'infusion mocérotion, extroit

phormocologiquement octif cor copoble d'inhiber lo production de MAD et le

relorgoge enzymotique provoqué por le /erf-buVl hydropero{/de.
-) l'existence d'une ditférence d'octivité entre l'infusion mocérotion et

l'extroction oqueuse ou soxhlet oprès possoge de chloroforme qui ouro eu pour

effet d'entroiner ces comPosés,

" Recherche de triterpènes dons les extroits oqueux et hvdroolcoolioues

Mode ooérotoire : 700 mg de lyophilisot obtenu por infusion mocérotion

de jeunes pousses de romorin, ô 37'C pendont 4 heures, sont solubilisés dons

de l'eou distillée. Une extroction liquid+liquide por du chloroforme est olors

réolisée. L'ogitotion est mointenue pendont une heure. Après un temps de

repos, les deux phoses sont séporées, concentrées sous vide Ô 40'C puis

lyophilisées. Lo froction oqueuse romène 563.4 mg; lo froction chloroformique

romène 92 mg.

Une extroction ou chloroforme (100 ml) o égolement été réolisée sur

250 ml de teinfure mère préporée de monière industrielle (TM Dolisos lot n"10769,

TA=62"9,21 jours de mocérolion). Deux froctions sont séporées, oprès ogitotion
pendont une heure et mise ou repos, puis concentrées sous vide.
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Coroctérisotion chromotoqroohique : Lo recherche des triterpènes se foit
sur choque froction obtenue selon lo méthodologie précédemment décrite. Le
solvont utilisé pour lo migrotion est le chloroforme, le révéloteur le trichlorure
d'ontimoine. Le dépôt correspondont ou soxhlet chloroformique est 20 fois moins
concentré que les outres dépôts.

L'extroit chloroformique obtenu por soxhlet (Soxhlet ll) donne le nombre de
spots le plus élevé (fig. Jl2). Les froctions oqueuses de l'infuslon mocérotion et
de lo teinture mère ne donnent oucun spot ou trichlorure d'ontimoine, Por
contre pour les froctions chloroformiques, on met en évidence quotre toches en
bos de ploque pour lo froction issus de l'infusion mocérotion et un nombre de
spots plus élevé pour lo froction issue de lo teinture mère. L'infusion mocérotion
ô 37"C, pendont 4 h, est donc un mode d'extroction qui permet le tronsfert de
composés relotivement peu poloires, focilement extroits por le chloroforme lors
d'une séporotion liquideliquide secondoire, Lo présence de ces composés,
susceptibles d'être porteurs de l'octivité hépotoprotectrice pounoit por
conséquent expliquer l'octivité phormocologique de l'extroit réolisé por infusion
mocérotion et leur concentrotion, inférieure ô celle retrouvée dons un extroit
chloroformique, le niveou de protection plus foible, Lo présence d'un nombre de
toches plus importont pour lo froction chloroformique de lo teinture mère étont
proboblement en relotion ovec le temps d'extroction plus long (21 jours).

" Comporoison de l'octivité d'extroits ooueux selon le fupe d'extroction.

Les figures Jl3 montrent les résultots obtenus lors de lo comporoison de
l'octivité phormocologique entre un extroit oqueux réolisé por infusion
mocérotion et l'extroit oqueux réolisé por soxhlet oprès lixiviotion ou chloroforme
(Soxhlet ll). Le protocole utilisé lors de l'expérimentotion in vitro est celui
précédemment décrit. Tous les extroits sont testés è lo dose de lmg plonte
sèche por ml de suspension. Lo concentrotion finole de DMSO est de 0.50ô v/v.

Les résultots montrent, de nouveou, une octivité supérieure de l'extroit
chloroformique por ropport oux extroits oqueux tont dons l'inhibition des
processus perorydotifs que de l'otteinte nécrotique. L'etfet de l'extroit oqueux
issu de l'infusion mocérotion est supérieur ô celul de l'extroit obtenu por soxhlet.

Ces résultots occréditent lo thèse selon loquelle l'octivité hépototrope du
romorln semble être le foit de composés peu poloires.

Au terme de ces études, les extroits chloroformiques de Rosmorinus
otficlnolis opporolssent, sons équlvoque, comme les plus performonts en terme
d'hépotoprotecfion sur le modèle expérimentol retenu. Un froctionnement por
chromotogrophle prêporotive sur couche mince est olors effecfuê sur ces extroits
dons le but d'obtenlr lo puriflcotlon lo plus complète possible des principes
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octifs. ll est réolisé ô portir de l'extroit chloroformique Soxhlet ll de Jeunes
pousses de Rosmorinus officinolis.
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ttt frocttonnemenl

* '@

Lo veille des froctionnements, des ploques de vene (20fl0), propres et
dégroisées, sont recouvertes de 0.5 mm d'un mélonge de gel de silice G60
Merck (459) et d'eou distillée (9091, ô l'oide d'un opplicoteur de Stohl. Les
ploques sont séchées ô l'oir puis ô l'étuve ô 100'C pendont 2 heures, Les
ploques sont possées ô l'étuve pendont une heure, ô 100'C, juste ovont
utilisotion.

Le choix du solvont du migrotion est guidé è choque nouvelle
chromotogrophie préporotive por les migrotions précédentes; le premier solvont
utilisé est le chloroforme. Après migrotion du solvont sur l5 cm, les ploques sont
retirées puis séchées ô l'oir. Différentes zones de migrotion sont olors
individuolisées ofin de réoliser un contrôle phormocologique permettont
d'orienter les froctionnements ultérieurs.

|||-t froctionnem

lll-l I Mode opérotoire

50 mg de lyophilisot de l'extroit chloroformique Soxhlet ll sont solubilisés
dons I ml de chloroforme puis déposés (0.1 ml/cm) sur lo ploque de silice ô
l'oide d'un opplicoteur de Firmenicht. Le solvont utilisé est le chloroforme, Après
migrotion, les ploques sont retirées de lo cuve puis séchées ô l'oir. Une des
ploques est utilisée pour lo recherche des composés terpèniques ô l'oide d'une
solution chloroformique de trichlorure d'ontimoine è 2Ùolo. L'outre sert ô lo
poursuite du froctionnement. Les figures Jl4 montrent les bondes obtenues en
lumière noturelle d'une port et en UV, ô 366 nm, oprès pulvérisotion du
révéloteur et possoge ô l'étuve ô 120"C d'outre port. Du foit de l'utilisotion
d'une quontité de drogue plus importont que lors de lo réolisotion des
chromotogrommes précédents, le nombre de bondes visibles est beoucoup plus
importont, celles-ci sont regroupées de monière ô individuoliser six zones (Fig.Jl4)

- une zone dépôt, correspondont ô l'endroit où le dépôt o été effectué
- 4 zones de migrotion numérotées de I ô 4 de bos en hout de lo ploque.
- une zone témoln sifuée en dessous de lo zone dépôt est égolement
Individuolisée.

Choque zone est délicotement grottée du support en verre et lo silice est
plocée dons des erlenmeyers de 25 ml. Deux lovoges successifs, ovec 20 ml de
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chloroforme sous ogitotion mognétique, sont réolisés. Après choque lovoge une
centrifugotion est effectuée pour séporer le surnogeont de lo silice; un troisième
fovoge est effectué ovec 20 ml de méthonol, plus poloire, et oprès
centrifugotion, le surnogeont méthonolique est ojouté oux surnogeonts
chloroformiques dèjô obtenus. Choque froction est olors concentrêe sous vide ô
40"C jusqu'è un volume de I è 2 ml puis versée dons un tube ô hémolyse en
verre où elle sero conservée oprès évoporotion ô sec ô tempéroture ombionte
sous un couront d'ozote.

lll-l 2 Coroctérisotion chromotoqrophique

Un contrôle chromotogrophique est olors effectué et comporé ô celui de
l'extroit chloroformique Soxhlet ll de déport. Deux systèmes de solvonts sont
utilisés, le chloroforme d'une port et un solvont, d'élution plus importonte,
constitué por un mélonge chloroforme - méthonol dons les proportions de 95/5.
Les figures Jl5 montrent les spots obtenus, en lumière UV, oprès pulvérisotion du
trichlorure d'ontimoine et possoge ô l'étuve. Les différents spots de l'extroit
chloroformique de déport sont retrouvés dons les zones I ô 4. Lo zone de dépôt
et lo zone témoin ne présentent oucun spot ovec ce système révéloteur.

lll-l 3 Contrôle phormocolooloue

Les ditférentes froctions obtenues sont ensuite testées sur hépotocytes
isolés, intoxiqués ou tBH (1,5 mM), oprès ovoir été solubilisées dons le DMSO de
telle sorte que lo concentrotion finole por ml de suspension hépotocytoire
corresponde ô lo quontité de froction contenue dons I mg de plonte sèche. Le
nombre de froctions individuolisées por chromotogrophie o volontoirement été
restreint pour pouvoir opprécier l'oction phormocologique des différentes
froctions simultonément et oinsi comporer leurs octivités sur des populotions
celluloires en tous points homogènes. Choque expérimentotion est effectuée ou
moins deux fois. L'effet protecteur sur lo nécrose celluloire est opprécié en terme
de LDH relorguée, l'octivité ontilipoperoxydonte por lo dlminution de lo MAD
formée.

Les figures Jl6 résument l'octivité des zonês issus de ce premier
froctionnement. Lo zone témoin sons effet phormocologique, n'est pos
représentée sur les grophes. L'extroit chloroformique de déport (Soxhtet il) utitisé
ô lo dose de lmg de plonte sèche por ml de suspension sert de témoin. Lo
fuite enzymotique est bien freinée por les froctions dépôt, 1, 2 et 3. Lo zone 4, lo
plus éluée, est inoctive. Lo sensibilité de to MAD est plus gronde, pour toutes les
expérimentotlons les zones oyont le moins migrées (dépôt et zone l) présentent
l'octivité lo plus lmportonte. Cellecl est d'oilleurs comporoble ô celle de l'extroit
chloroformlque témoin. A lo vue de ces résultots le froclionnement se poursuit è
portir de lo zone dépôt et de lo zone l.
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lll-2 Frocflonnemenl de lo zone déoôf

lll-2 I Mode opérotoire

Lo froction dépôt est solubilisée dons I ml de chloroforme puis déposée
en bonde ô l'oide d'un opplicoteur monuel sur des ploques préporées selon le
protocole précédemment décrit. Le solvont utilisé est un mélonge chloroforme-
méthonol dons les proportions 90/10 v/v ofin d'ougmenter lo force d'élution por
ropport ô lo séporotion précédente. Lo migrotion est stoppée lorsque le front de
solvont o porcouru 15 cm, lo ploque est olors séchée et observée en lumière
noturelle. Comme précédemment cinq zones sont individuolisées, certoines zones
regroupont plusieurs bondes comme l'indique lo figure J17. Ces zones
numérotées de Dl ô D5, de bos en hout de lo ploque, sont grottées de leur
support en verre, plocées dons des erlenmeyers et subissent deux lovoges ou
chloroforme suivis d'un lovoge ou méthonol selon les conditions précédemment
décrites. Concentrées sous vide, les froctions sont ensuite plocées dons des
tubes ô hémolyse et évoporées ô sec.

lll-2 2 Contrôle ohormocolooique

Les résultots expérimentoux sur hépotocytes isolés, intoxiqués ou tert butyl
hydropero4/de sont reproduits figures Jl8. L'extroit de déport (zone Dépôt) est
testé simultonément pour servir de référence. L'octivité sur les phénomènes
peroxydotifs et les phénomènes nécrotiques est retrouvée pour le témoin dépôt.
Por contre les différentes froctions ne présentent oucune octivité
phormocologique. Lo tentotive de purificotion de cette froction est onêtée è ce
stode.

lll-3 Froctlonnemenl de lo zone I

lll-3 I Mode opérotoire

Lo froction zone I est solubilisée dons I ml de chloroforme ovont d'être
déposée selon le protocole précédemment décrit. Le solvont utilisé est une
solution chloroforme - méthonol (90/10). Comme pour lo zone dépôt, cinq zones
sont individuolisées (fig. Jl9), certoines zones regroupont plusieurs bondes. Ces
zones sont numérotées de l.l ô 1.5 de bos en hout de lo ploque, elles sonf
grottées, lovées deux fois ou chloroforme puis une fois ou méthonol. Les
froctions sont concentrées sous vide, puis évoporées ô sec dons des tubes ô
hémolyse.
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lll-3 2 Contrôle phormocolooique

Les test in vltro réolisés sur ces froctions sont résumés por les figures J20. Lo
zone I de déport est utilisée comme témoin, elle inhibe l'lntoxicotion fronche
opportée por le tert butyl hydroperoxyde. Les zones l.'l et 1.5 sont totolement
inoctives, lo zone 1.2 présente une octivité moyenne tont sur le relorgoge
enrymotique signont lo nécrose celluloire que sur lo formotion de MAD; Les
zones 1.3 et .|.4 conservent une octivité importonte et sont, ô leur tour, purifiées
por chromotogrophie préporotive en couche mince.

lll-4 Frocllonnement de lo zone 1.3

lll-4 I Mode ooérotoire

Après solubilisotion de lo froction 1.3, le protocole utilisé est identique o
ceux précédemment décrits. Le solvont de migrotion contient 850/0 de
chloroforme et 15% de méthonol ofin d'ougmenter le pouvoir éluont, Après
migrotion et séchoge, 9 zones sont individuolisées, numérotées de 1.3.1. ô 1.3.9
de bos en hout de lo ploque (fig J2l). Choque zone est grottée puis lovée ou
chloroforme et ou méthonol, les surnogeonts concentrés sous vlde et évoporés
ô sec selon les conditions déjô citées.

lll-4 2 Contrôle phormocolooique

L'octivité phormocologique tont sur lo MAD que sur lo LDH (fig J22) est
retrouvée sons discussion pour lo froction 1.3 de déport servont de référence.
Por contre lo purificotion o dilué l'octivité de telle sorte qu'oucune froction ne
présente un etfet phormocologique notoble. Lo tentotive de purificotion pour
ces froctions est noturellement onêtée ô ce stode.

lll-5 Frocllonnemenl de kr zone 1.4

lll-5 I Mode ooérotoire

Lo froction 1.4 est solubillsée dons I ml de chloroforme et déposée sur une
ploque selon lo procédure hobifuelle. Du foit de lo position de lo zone 1.4 lors
de lo séporotlon précédente, un solvont moins éluont, constifué d'un mélonge
de chloroforme et d'océtote d'éthyle (85/15 v/v), est utilisé. Lorsque le solvont o
porcouru 15 cm, lo ploque est retlrée et séchée. Après séchoge on constote
que lo moltlé lnférleure de lo zone de mlgrotlon est de couleur ocre et qu'il n'y
opporoît oucune bonde clolrement IndMduollsée. On effecfue olors une
seconde mlgrofion jusqu'ô lo premlère bonde ûsible lors de lo première
migrotion (ff9.J23) ô l'oide d'un mélonge chloroforme/méthonol (90/10 v/v).
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Après séchoge lo ploque est divlsée en six zones numérotées de L4.1 Ô 1.4.6
de bos en hout. On opplique olors ô chocune de ces zones lo procédure de
lovoge et d'éliminotion des solvonts déjè indiquée.

lll-5 2 Contrôle phormocolooioue

Afin d'être testée expérimentolement, chocune des zones est reprise por
du DMSO de telle sorte que lo quontité finole / ml de suspension hépotocytoire
corresponde ô I mg de plonte séche. Lo froction 1.4 de déport sert de
référence, elle inhibe les phénomènes pero4ydotifs et nécrotiques induits por le
tert-butyl hydroperoxyde de monière très significotive (fig.J24). Lo froction L4.2
reste très octive, surfout sur le relorgoge en4lmotique. Lo froction L4.3 présente

une octivité moins imporfonie, les quotre outres froctions sont inefficoces. Devonf
lo foible quontité de froction 1.4.2, lo purificotion est onêtée ô ce stode et il est
décidé de tenter d'identifier les composonts de cette froction.

tV tentotMe a'Uen

lV-l Chromqloqrophle en couche mlnce sur lo froctlon 1.4.2

lV-l I ldentificotion de lo froction 1.4.2 por le trichlorure d'ontimoine

Le dêpôt de lo froction 1.4.2 est réolisé sur une ploque recouverte de silice
Kieselgel G60 Merck. L'ocide ursolique, l'ocide oléonolique, l'a omyrine et lo B
omyrine sont utilisés comme témoins, Ces substonces, déjô isolées dons les
porties oériennes de R. offlcinolis (Brieskorn et coll.,l953; Sendro et coll.,l969),
étont susceptibles d'être extroites por les systèmes de solvonts utilisés. Le solvont
de migrotion est un mélonge chloroformeméthonol dons des proportions de
90/10. Le révéloieur est le trichlorure d'ontimolne ô 20% dons le chloroforme. Lo
lecture se foit ô 366 nm, oprès pcrssoge ô l'étuve ô ]20'C pendont '10'. L'ocide
ursoflque, l'oclde oléonolique, l'a omyrine donnent des spots jounôtres (fig,J25).
Le spot de lo B omyrlne, sifué ou même niveou que celul de l'a omyrine est plus
orongé. Lo froctlon 1.4.2 donne un spot, situé ou niveou de ceux des ocides
oléonollque et ursollque mois de colorotion plus ocre.

lV-l 2 ldentiffcotlon de lo froctlon 1.4.2 oor le sulfote de cérium

Le support, les témolns et le soMont de mlgroflon sont ldentique ô ceux
décrit ou porogrophe précédent. Le révéloteur est un mélonge sulfote de
cérium - oclde sulfurlque (d=1,84) et recherche d'éventuels dérivés du
tocophérol. On retrowe les mêmes spots de couleur orongée pour l'ocide
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ursolique, oléonolique, l'o omyrine et lo froction 1.4.2, 1o B omyrine présente une
colorotion gris-vert (fig.J26) Aucun spot supplémentoire n'est mis en évidence por
cette technique por ropport Ô ceux visuolisés oprès pulvérisotion de lrichlorure
d'ontimoine.

lV-l 3 ldentificotion de lo froction 1.4.2 por l'oldéhvde onisique

Les dépôts sont effectués sur une ploque recouverte de silice Kieselgel G60
Merck. L'a et lo B omyrine, les ocides ursolique et oléonolique et l'extroit
chloroformique Soxhlet ll sont utilisés comme témoins. Après migrotion, on
pulvérise le révéloteur suivont :

méthonol 85
ocide océtique glociol l0
ocide sulfurique ô 95o/o 5
oldéhyde onisique 0.5

Deux systèmes de solvont sont utilisés pour les migrotions

' un svstème chloroforme-méthonol (90/10) déjô utilisé ouporovont permet
de retrouver les spots précédemment décrits (fig.J27), l'c et lo B omyrine proche
du front de solvont de couleur ocre, un peu plus bos l'ocide oléonolique (spot
violet) et ursolique (spot gris). L'extroit chloroformique Soxhlet ll donne
noturellement le nombre de toche le plus élevé. Lo froction 1.4.2 donne un seul
spot visible de couleur gris-violet et de Rf voisin de celui des ocides oléonolique
et ursolique.

' un svstème toluèn+océtote d'éthvte (95/5) est utitisé pour tenter de
visuoliser lo présence éventuelle de composés plus opoloires dons lo froction
1.4.2. Les témoins restent les mêmes que précédemment, le profil obtenu est
reproduit figure J27. Un grond nombre de spots, correspondont qux composés
les plus opoloires de l'extroit chloroformique Soxhlet ll, sont effectivement
retrouvés. Les outres témoins se sifuent dons lo moitié inférieure de lo ploque,
tout comme le spot de lo froction 1.4.2, ce solvont de migrotion ne permet donc
pos de visuoliser de nowelles toches pour cette froction,

A lo vue de tous ces résultots il opporoît que lo froction 1.4.2,
phormocologiquement octive, semble relotivement bien purifiée. Un seul spot
opporoît en CCM oprès pulvérisofion de révéloteurs susceptibles de mettre en
évidence des composés retrowés dons l'extroit chloroformique de déport,
notomment des composés de noture terpènlques ou stéroides. Le seul spot mis
en évidence se slfue dons une zone voisine de celle des spots des ocides
ursolique et oléonolique, que l'on soit être présents dons le romorin et dont
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certoins outeurs ovoient retenu lo possible octivité phormocologique. Pour vérifier
lo présence de ces composés dons lo froction 1.4.2 et pour pollier oux
possibilités d'investigotion ropidement limifées des techniques de
chromotogrophie sur couche mince sur des échontillons de foible quontité, une
identificotion de lo froction 1.4.2 por chromotogrophie en phose gozeuse
couplée ô une spectrométrie de mosse est entreprise (Dr Siegler, CEIMED Noncy),
Porollélement, une purificotion sur ploque est effectuée oprès méthylotion de lo
très foible quontité restonte de lo froction 1.4,2 en colloborotion ovec le Dr Diollo
(Université de Louvoin).

V-2 Chromoloorophle en phose oozeuse couplée ô lo soecfromélrle de mosse

Afin d'ougmenter lo volotilité des composonts de lo froction 1.4.2, celle ci
est dérivée por sylilotion. L'oddition de groupe triméthylsylile permet d'ougmenter
lo volotilité des composés ovec une bonne stobilité chimique et thermique, Les
ogents de sylilotion utilisés ont une réoctivité relotivement lorge, pouvont
notomment toucher des groupements R-OH, Ar-OH ou R-COOH.

Une chromotogrophie en phose gozeuse est olors effectuée. Lo
tempéroture de l'injecteur est de 280"C, celle de lo colonne de 22O"C: oprès
une phose isothermique de 5'. l'ougmentotion de lo tempéroture est de 5oC por
minute.

L'a et lo B omyrine, l'ocide oléonolique , l'ocide ursolique sont utilisés
comme témoins, leurs chromotogrommes et leurs spectres de mosse sont
représentés figure J29 ô J35. Le chromotogromme de lo froction 1.4.2 est
représenté figure J36. Lo purificotion de cette froction est sotisfoisonte, moins de
vingt composés étont retrouvés. Pormi ceux ci, on peut distinger deux groupes
principoux.
- un groupe de trois composés opporoissont entre I et 9 minutes (groupe 1).
- un groupe de quotre composés opporoissont plus tordivement entre 22 et 24
minutes oprès l'injecfion (groupe 2).

Lo comporoison ovec les chromotogrommes des témoins et l'étude des
spectres de mosse permet d'étoblir :

- l'obsence d'o et de B omvrine dons lo froction 1.4.2. Dons les conditions
expérimentoles utillsées, ces composés opporoissent ô environ '18 minutes
(ng.J29) or oucun plc n'est retrowé dons cette zone pour lo froction 1.4.2.

- lo orésence d'oclde olêonolloue dons lo froction 1.4.2. ll conespond ou
ler et plus lmportont pic du groupe 2 (fig,J36). So sortie se folt ô 23'31 contre
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23'34 pour le témoin (fig.J32). Les spectres de mosse, représentés figure J33 pour
le témoin et figure J37 pour lo froction 1.4.2, étont porfoitement superposobles.

- lo orésence d'ocide ursolique dons lo froction 1.4.2. ll correspond ou
3ème pic du groupe 2 et sort à 2g'29 contre 23'30 pour te témoin( fig.J34). Lo
comporoison des spectres de mosse peut se foire en comporont les figures J35
(témoin) et J39 (froction 1.4,2).

- le groupe opporoissont le plus tordivement renferme deux outres
composés; un composé très minoritoire (sortie ô 22'59) n'est pos identifié. Le
dernier composés du groupe 2 (sortie 24'10) donne un spectre de mosse (fig
J40) qui peut foire penser ô une structure três proche de celle de l'ocide
ursolique, ô deux hydrogènes près, ce dernier composé posséde donc
proboblement une double lioison supplémentoire.

- enfin le groupe I, opporoissont entre 8 et 9 minutes, comprend trois
composés dont les spectres de mosse sont représentés figures J41 ô J43. Ceux
ci ne sont pos identifiés, lo mosse totole est comprise entre 504 et 562 mois le
degré de sylilotion n'est pos exoctement connu. Les deux premiers composés
sont proboblement des isomères, le troisième ditfère des deux précédents d'une
mosse de 58.

lV-3 Purificotlon de lo froction 1,4.2 oorès méthvlotion

Une portie de lo froction 1.4.2 est olors méthylée ou diozométhone (Dr
Diollo, Université de Louvoin), puis séporée por une nouvelle chromotogrophie
préporotive sur couche mince (gel de silice G60) ô l'oide d'un solvont de
migrotion chloroforme / éther de pétrole (75125>. Quotre froctions sont
lnviduolisées, les froctions supérleures (2,3,4) susceptibles de contenir des
substonces terpèniques déjô identifié por lo CPG/SM précédente sont écortées.
seule lo froction l, correspondont ô lo zone de dépôt, est ô nouveou séporée
sur gel de silice ô l'olde d'un système éluont chloroforme / ocêtote d'éthyle
(9Ol2O v/v). Deux spots sont olors obtenus (lo et lb). Lo froction lo, obtenue en
quontité infime, possède un spectre de mosse qui n'opporte pos d'élément
d'orientotion porticulier, por contre le spectre de mosse réolisé en lmpoct
électronique ô portir de lo zone lb montre un ion moléculoire à 342 pouvont
correspondre Ô lo lutéoline tétrométhylée (flg.J44). Des lons de frogmentotion
coroctéristiques de ce composé étont égolement retrouvés.
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lV-4 Conclusions

Au terme de cette tentotive de froctionnement, les seuls composés
cloirement identifiés comme étont présents dons lo froction 1.4.2 et por voie de
conséquence porteurs potentiels de l'octivité phormocologique, sont des
triterpènes, en porticulier les ocides oléonolique et ursolique et une flovone, lo
lutéoline, Certoins trovoux réolisés in vivo oprès intoxicotion ou tétrochlorure de
corbone ont souligné l'éventuelle intervention de ces composés terpèniques
dons l'octivité phormocologique du romorin, Por contre l'implicotion de lo
lutéoline semble ô priori plus discutoble, on peut, por exemple, noter que ce
composés est présent dons de nombreuses espèces végétoles, dont toutes ne
possèdent pos des vertus hépototropes troditionnellement reconnues. En outre lo
lutéoline foit portie du groupe des flovones qui, controirement oux flovono'r'des
ne sont pos rêputées posséder une octivité onti-o4ydonte notoble. Celo peut
s'expliquer por l'obsence d'un hydro4yle en 3 sur l'hétérocycle, générolement
considéré comme indispensoble ô l'expression de cette octivité Por contre lo
lutéoline posséde deux coroctéristiques structuroles importontes, une méto
hydroxylotion sur le cycle A du benzopyrone et une ortho hydroxylotion sur le
cycle B, qui pourroit éventuellement compenser l'obsence de l'hydro4yte en 3.

Une série d'expérimentotions est donc mise en oeuvre sur hépotocytes
isolés, intoxiqués ou tert butyl hydroperoxyde, pour opprécier l'impoct des
triterpènes identifiés sur les méconismes hépototoxiques. De même, ofin
d'opprocher l'octivité ontirodicoloire et hépotoprotectrice de lo lutéoline et de
composés de structure voisine, une étude structure octivité o été entreprise sur
plusieurs substonces de noture flovonique ou flovonoique.
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V Activlfé phormocol

V-t necnercne Oe t'o

Au cours d'une première expérimentotion, l'ocide ursolique, l'ocide
oléonolique et l'o omyrine sont testés ô lo dose de 100 pM. Lo quercétine,
utilisée ô lo même dose, sert de substonce de référence. Ces composés sont
solubilisés dons du DMSO et sont opportés sous un volume de 20 pl dons 4 ml
de suspension hépotocytoire ô I million de cellules/ml. Lo concentrotion finole
en DMSO est donc de 0.50/0. Le tert-butyl hydroperoxyde entroîne, oprès trente
minutes d'intoxicotion, une formotion intense de molonoldéhyde oinsi qu'un
relorgoge enzymotique très significotif tont pour lo loctico deshydrogénose que
pour l'osportote ominotronsférose (fig.J4l). L'ocide oléonolique ne freine que
moyennement les phénomènes peroxydotifs, tondis que l'ocide ursolique et l'c
omyrine restent sons oction sur lo formotion de MAD. Aucun des trois composés
terpèniques testés ne s'oppose efficocement ô lo nécrose celluloire. Lo
quercétine, utilisée Ô lo même dose, réduit quont ô elle, très significotivement les
effets du tBH; LDH, ASAT, et MAD restent dons des zones proches des témoins
non intoxiqués.

Dons un second temps, l'ocide ursolique, l'ocide oléonolique, I'a et lo B
omyrine sont testés seuls et selon toutes les ossociotions possibles. Choque
composé est testé è lo dose de 100 plM. Dons tous les cos lo concentrotion
finole en DMSO dons le milieu de survie est égole ô 0.50/0. Les résultots sont
résumés dons le tobleou J]. Les quotre composés testés, pos plus que leurs
ossociotions ne montrent une oction biologlquement significotive sur les
poromètres étudiés (LDH, ASAT, MAD)

Aucune ocfivité phormocologique n'est retrouvée pour l'ocide oléonolique
et l'oclde ursolique sur le modèle utilisé, ces composés ne sont donc pos
responsoble de l'octivité de lo froction 1.4.2 lssus d'un extroit chloroformique de
jeunes pousses de R.officinolis dons le modèle expérimentol utilisé.

V-Z necnercne Oe t'oc

Une évenfuelle octivité hépototrope de lo lutéoline est égolement
recherchée, sur hépotorytes isolés, en rolson de so présence dons lo froction
1.4.2. D'outres composés, flovones ou flovonoides, sont testés dons les mêmes
temps expérimentoux ofin de pouvoir dégoger de possibles relofions strutures -
octMtés, le test du DPPH permet d'explorer l'octivité strictement ontirodicotoire
de ces substonces. Lo tobleou J2 donne lo strucfure de chocun de ces
composés et les dlfférences structuroles existont entreeux.
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Tableau Jl : Activité de I'c amyrine, la p amyrine, l'acide ursolique, l'acide oléanolique et de
leurs associations sur la perorydation lipidique et la nécrose cellulaire d'hépatocytes isolés
intoxiqué au tBH

MAD LDH ASAT
DMSO 0.38 t 0.13 353 r9 32È3
tBH l.SmM 5.48 r 0.8 1123 *,202 94rB
a amvrine (ll 6.12 t 0.35 1006 r 74 86 r4
p amyrine l2l 5.94 n 0.36 1115  i  44 91  14
ac. ursolique (3) 6.34 t 1.02 822x180 120 r  18
ac. oléanolique (4) 4.34 t 0.29 1274 r,59 115r8
1+2 6.57 r 0.82 1 137 t 200 101r9
1+3 6.ô4 r 0.24 910  i  119 92 t15
1+4 4.34 r 0.75 1520 t142 97r6
2+3 7.25 x0.2O 1107  r  153 104  i  10
2+4 4.35 t 0.46 1083 t 75 108 i9
3+4 7.07 r 0.53 1327 t 12 110*4
1+2+3 5.97 r  1 .16 992 r 82 112  r  16
1+2+4 5.5E r 0.21 1013 t27 95r5
1+3+4 7.17 x0.15 1002  t  113 104 r4
2+3+  4 6.83 É 0.78 954 r 150 103r2
1+2+3+4 6.57 t  1 .13 1018 r  99 113 r9
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Je : Structure des flavones et des flavonoîdes testés et tableau des comparaisons' struc{urales possibles
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V-2 I Activité ontirodicoloire

L'octivité ontirodicoloire est étudiée ô l'oide du test de décolorotion du
rodicol diphényl picryl hydrozyl (DPPH),

* Mode opérotoire

une solution méthonolique de DppH est préporée comme décrit
précédemment, de foçon ô obtenir une densité optique voisine de 0.s ô
5.|7 nm. Les différents composés étudiés sont solubilisés dons le méthonot, to
concentrotion de choque composé étont de to-4trrt. Lo lecture se foit
exoctement oprès 5' de contoct, un blonc témoin permet d'étoblir le
pourcentoge de décolorotion.

rt Résultots

Le tobleou J3 permet d'étoblir un clossement concernont l'octivité piégeur
de rodicoux libres. Lo flovone, lo chrysine et l'oplgénine ne montrent sur ce
modèle oucune octivité ontirodicoloire (même ô des doses dix fois plus
importontes), les outres composés ont une octivité ontirodicoloire relotivement
voisine. Lo quercétine et lo myricétine possèdent l'octivité lo plus importonte. Lo
disporition de l'hydroxyle sur le cycle A (fisétine) est moins préjudicioble que lo
disporition de l'un des deux ortho-phénols en 3' et 4' sur le cycle B (koempférol).
Por contre les performonces très inférieures de lo toxifoline montrent l'importonce
de lo double lioison en 2-3.

Pormi tous ces composés, lo lutéoline possède une bonne octivité
ontirodicoliore, 590ô ô to-4tr,l, ce qui tendroit è prower que l'existence de lo
double lioison en 2-3 et l'ortho hydroxylotion en 3'-4' sont les porticulorités
structuroles Indispensobles ô l'expression ontirodicoloire de ces composés et
peuvent compenser l'obsence de l'hydroxyle en 3.

tobleou J3 : Pourcentoge de décolorotion du rodicol DppH.

flovone
opigénine
chrysine
lutéoline
fisétine
koempférol
rutine
quercétine
myrlcétlne
toxifoline

0%
0%
0%

59%
44%
32%
4 l%
58%
63%
17%



2 4 8

V-2 2 Acllvifê hépofofrope

Les mêmes composés sont testés sur le modèle d'hépotocytes isolés,
intoxlqués ou tert butyl hydroperoxyde (l.SmM) ofin d'oprécier leur oction sur lo
peroxydotion lipidique et lo nécrose celluloire. Les différents produits testés sont
solubilisés dons le DMSO de tel sorte qu'un ojout de 20 p,l donne une
concentrotion de 100 pM ou de 50 pM (DMSO = 0.50ô v/v). Cinq composés ne
montrent que peu d'octivité sur les poromètres étudiés, l'opigénine, lo flovone,
lo chrysine, lo rutine et lo toxifoline (tobleou J4 et J5), les outres substonces étont
octives oussi bien sur lo pero4ydotion lipidique que sur le relorgoge
enzymotique. Lo quercétine et lo myricétine présentent l'octivité lo plus
importonte; lo lutéoline, freine très significotivement lo formotion de MAD et lo
fuite enzymotique.

V-2 3 Relotion structure octivité et conclusions

on peut très cloirement séporer lo lutéoline ,
portont deux hydroxyles sur le cycle B, des outres flovones, celleci étont lo seule
ô présenter une octivité hépotoprotectrice et ontirodicoloire. De toute évidence
les hydro4yles en 5 et en 7 porticipent peu ô cette octivité et l'existonce d'un
seul hydro4yle sur le cycle B s'ovère égolement insuffisont. En cos d'obsence
d'OH sur le cycle B, lo perte d'un hydroxyle sur le cycle A et notomment en 7
dons le cos de lo flovone, foit perdre toute efficocité ou niveou celluloire,Por
contre lo présence d'OH sur le cycle A ne semble pos influencer directement le
comportement ontirodicoloire.

Pormi les flovonols testés, lo rutine possède une position originole. Ce
composé présente une octivité ontirodicoloire fronche sur le test non biologique
ou DPPH mois reste sons effet sur les phénomènes pero4ydotifs, opporoissont ou
niveou celluloire, oprès intoxicotion por le tert butyl hydroperox/de. Celo peut
être mis en relotion ovec d'évenfuels problèmes de biodisponibilité celluloire liés
ô lo présence de sucre en 3. En effet l'obsence d'octivité ne poroît pos être en
relotion ovec l'obsence d'un OH en 3, lo lutéoline, monifestont une octivité
superposoble ô celle de lo quercétine molgré cette différence structurole,
L'étude du comportement des flovonols montre ossez cloirement l'importonce
des OH portés sur le cycle B. L'octivité lo plus importonte se monifeste pour lo
myricétine portont 3 OH en 3',4' et 5'; lo plus foible pour le koempférol
possédont un OH en 4' et de foçon lntermédioire pour les outres composés qui
possèdent deux OH sur le cycle B. Lo simllitude des comportements de lo fisétine
et des outres flovonols octifs confirme le coroctère secondoire d'une
hydroxylotion en 5 ef en 7 sur le cycle A. Les résultots de lo toxifoline montre
l'lmportonce de lo double lloison en 2-3 tont sur l'octivitê ontirodicoloire qu'en
terme de protection hépotique.

Lo lutéoline, présent dons lo froction 1.4.2 pounoit donc, ou terme de cetle
étude, être retenue comme possible porteur de l'octlvlté hépotoprotectrice des
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Tableau J4: Efrets antiradicalaire (ndical DPPH) , antilipoperoxydant et anti nécrotique
(hépatocytes isolésintoxiqués au tBH) de l'apigénine, de la flavone, de chrysine et de la
lutéoline.

MÀD
nlloles/nI

LDH
mUi/ml

1'rDDtll

t

0 . 3 5  Ê  0 . 0 7 ? Q ?  +  1 2DUSO

tBH 1 r5  mU 1 0 . 4 2  r  0 . 3 3 1 1 4 7  t  7 1

tBH + Àpigénine 100prM

tBH + Flavone lOOprH

tBH + CbrYsine lOoprM

tBH + Lutéo1ine 1009M

*  t rx  0.05
* *  I x  0 .01
* * *  p<  0 .001

* * *
7 . 1 3  r  0 . 4 8

1 1 . 1 1  È  0 . 3 2

t i *

6 . 9 3  r  1 . 7 9

! t * *

0 . 7 0  r  0 . 1 8

* *
802 r  50

1 1 0 1  I  6 8

* * *
544 !  ?8

t * *

4 1 0  r  3 3
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Tableau JS : Effêts antiradicalaire (ndiral DPIH) , antilipoperoxydant et anti nécrotique
(hépatocytes isolésintoxiqués au tBH) de différents flavonoiUes, ae la lutéotine et de la
taxifoline.

I.TAD LDH DPPH
nl{oles/m1 mUI/mI t

0 . 3 5  i  0 . 0 7  3 9 3  É  1 3DMSO

t B H  1 , 5  m M 1 0 . 4 2  É  0 . 3 3  ! t 4 7  t  7 t

* *
tBH +  l {y r i cé t ine  1O0pM 0.80  t  0 .19  410 Ê 31  63

tBH +  Rut ine  lOoprM 7 .33  t  1 .91  1203 r  113 4 l
=======================-================================================== ====

Dr . {so  1 .42  c  0 .31  387 !  t4

t B H  1 , 5  m U 8 . 7 4  r  0 . 8 6  2 4 3 7  !  2 4

* t t  * l r

tBH +  Myr icé t ine  5OpM 0.48  É 0 .06  S49 É BS 63

* * *  * * *
tBH +  Quercé t ine  SOpH 1 .33  È O.O7 416 È gg  58

* *  * * *
tBH +  Lu téo1 ine  Sogt ' l  3 .54  r  1 .04  493 t  t7  59

* * *  * * *
t B H  +  F i E é t i n e  5 O  p M  1 . 9 5  t  0 . 1 0  5 5 0  È  5 1  4 4

* * *  * * *
tBH +  Kaempféro l  50prM 1 .12  É 0 .19  647 Ê 153 32

I

t B H  +  T a x i f o l i n e  5 O p M  7 . 3 0  È  0 . 1 6  2 6 3 0  È  4 5  t 1

*  p x  O . 0 S
* *  p <  O . 0 1
* * *  p <  0 . 0 0 1
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jeunes pousses de R. officinolis. ll convenoit donc d'opprécier lo quontité de
lutéoline présente dons l'extroit chloroformique et l'extroit 1.4.2 ofin de vérifier si
celle'ci étoit sutfisonte pour entroiner l'octivité phormocologique.

V-3 Dosooe de lo lutéoline

* Mode ooérotoire

Le dosoge de lo lutéoline est réolisé selon trois procédures ditférentes :

- 100 mg de lyophilisot de l'extroit chloroformique de jeunes pousses de
R. officinolis sont déposés sur une ploque recouverte de gel de silice sur loquelle
on dépose égolement un témoin lutéoline. Lo ploque est plocée dons une cuve
contenont un mélonge chloroforme - méthonol - ocide océtique dons les
proportions 95-4-1. Après migrotion, lo bonde de Rf correspondont ô celui du
spot témoin lutéoline est prélevée et lovée por un mélonge chloroforme-
méthonol, le surnogeont est olors évoporé ou rotovopor jusqu'ô obtension d'un
résidu A.

- 20 mg de lyophilisot de l'extroit chloroformique de jeunes pousses de
R.officinolis sont possés en CLHP sur une colonne de silice greffée Cl8. Le solvont
d'élution est un mélonge éthonol-eou (80/20 v/v), Un témoin lutéoline est possé
dons des conditions identiques et lo froction de l'extroit chloroformique
correspondont ou temps d'élution de lo lutéoline est isolée puis évoporée ô sec
ou rotovopor pour donner le résidu B.

- lo froction 1.4.2 est utilisée tel quelle pour le dosoge.

Le dosoge de lo lutéoline dons les résidus A, B et lo froction 1.4.2 est
réolisé por chromotogrophie liquide ô houte performonce (Woters ossociotes)
sur une colonne Woters NovoPok Phényl de 20 cm de long et de 4 mm de
diomètre intérieur. En bout de colonne, un détecteur è réseoux de diodes
(Hewlet-Pockord) réglé sur 349 nm permet l'enregistrement des spectres UV en
continu. Le solvont, dont le débit est de I ml por minute, est un mélonge
océtonitrile - eou - ocide océtlque (7+25-5 v/v). Lo solution lutéoline témoin est
obtenue en solubilisont 0,1 mg de lutéollne dons 2,5 ml d'éthonol, son profil
chromotogrophique et le spectre UV sont représentés figure J42. Lo lutéoline est
retrowée, ô lo fois dons lo froction obtenu por chromotogrophle sur colonne,
dons celle obtenu por chromotogrophle préporotive sur couche mlnce et dons
lo froction 1.4.2 (fig.J43). Les teneurs en lutéoline de ces ditférentes froctions sont
les suivontes :

Résidu A = 0.09 mg / 100 mg de lyophilisot de déport (Soxhlet ll)
Résldu B = 0.40 mg / 100 mg de lyophilisot de déport (Soxhlet ll)
froction 1.4.2 = 0.02 mg / 100 mg de lyophllisot de déport (Soxhlet ll)



252

U V  3 . 3 8 3  ( F )  o f  R O H R R - L U .

zDA

1 5 8

E trtt3'

3 u

Ê 5 Ë  s É : Ë t  l { 5 r z  l i j i j
N a r r e ' l  e n c t h  t r , r ' )

L C  F  3 { 9 , . i
L tjt:t

t 3e

i E Ê

J r t

tJ

{
{
I
J

1

I

J
I

I

L ' l  Ê  : - :  4 9 , i - .  t  =t  i - t l .11= -t  |  |  1

rL

i : , - l

l , 3 E

-1-tJ

g

T i r i , a  ( n i n .  )

J42: Recherche HPLC d.e la lutéoline (standad), éluant: acétonitrile/eau/acide acétique 2SftStS;
déteclion à 349 nm par diode anay



253

c18
o f  R O I ' i Ê = - L U .  D

Plaque de sil ic

L , -  I  J - f  , r c {  R ù l l i F r - L L l .  D

Fraction 1.4.2

J43 : Recherche HPLC de la lutéoline dans la fraction 1.4.2. eldans I'extrait chloroformique de R.
officinalis, après sépdration sur plaque de silice ou colonne C1E.
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On peut noter que le froctionnement sur gel de silice entroine une perte
non négligeoble de lo lutéoline proboblement por odsorption importonte sur lo
silice ou por dégrodotion, ll opporoit donc que l'opport d'un extroit
chloroformique de jeunes pousses de R. otficlnolis conespondont ô I mg de
plonte sèche por ml de suspension soit 0.0867 mg de lyophilisot, correspond è
une quontité inférieure ô 0.018 ug de lutéoline por ml de suspension
hépotocytoire. Cette quontité extrêmement foible ne peut expliquer, ô elle seule,
l'effet hépotoprotecteur de l'extroit chloroformique de romorin.

V+__Conc!usions

Après ces diverses expérimentotions les investigotions sur lo froction .|.4,2

sont orrêtêes en roison des trop foibles quontités restont ô notre disposition, Ce
froctionnement nous o cependont opporté un certoin nombre de
renseignements :

- lo présence dons lo froction phormocologiquement octive (froction L4.2)
de composés de noture terpènique, notomment d'ocide oléonolique et d'ocide
ursolique. Ces composés utilisés seuls ou ossociés entre eux n'ont présenté
oucune octivité sur le modèle expérimentol utilisé et sont donc considérés
comme non porteur de l'octivité hépototrope de l'extroit chloroformique de
déport

- lo présence de lutéoline qui posséde une octivité ontilipopero4ydonte et
ontinécrotique incontestoble sur le modèle expérimentol mols qui est présente ô
des doses trop foibles pour expliquer, ô elle seule, l'octivité phormocologique

- lo présence sur les chromotogrophie en phose gozeuse rêolisées ô portir
de lo froction 1.4.2, d'un groupe de trois composés dont le spectre de mosse
donne un m/z de 504, 504 et 562 et dont lo nqture n'o pu être déterminée.

Une nouvelle tentotive de purificotion de l'extroit chloroformique sohxlet ll
de jeunes pousses de R.officinolis est donc entreprise ofin d'opprocher de
monière plus précise les composés responsobles de l'octivité phormocologique.
Cet essoi utilise une technique de séporotion ditférente de lo précédente et est
réolisée sur chromototron.
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Vl froctlonnement A

Le chromototron (Honison Reseorch 7924T) permet une chromotogrophie
séporotive sur couche mince, occélérée por effet centrifuge. Lo solution ô
séporer est oppliquée près du centre d'un disque recouvert d'une couche
d'obsorhnt et tournont ô gronde vitesse; l'élution por les ditférents solvonts
utillsés se foisont du centre vers lo pérlphérie. Lo migrotion des différentes
bondes peut être suivie en illuminont le disque por une lumière UV (254 nm). Les
ploques sont réolisées lo veille de choque monipulotion. 45 grommes de
Kieselgel 60 PF 254 Merck sont mélongés ô 90 grommes d'eou distillée. Le
mélonge est réporti (lmm d'époisseur), è l'oide d'un opplicoteur, sur un disque
de verre, propre et dégroissé ovec soin, de 20 cm de diomètre. Les disques sont
séchés ô l'oir puis ô l'étuve ô 70'C pendont 5 heures. Le jour de lo
monipulotion les disques sont réoctivés por un possoge ô l'étuve pendont une
heure.

Vft Cnromototron t

Vl-l I Mode ooérotoire

Lo première séporotion est réolisée ô portir de I00 mg de lyophilisot de
l'extroit chloroformique Sohxlet ll. Le chloroforme est le seul solvont d'élution
utilisé. Le froctionnement est onêté lorsque l'éluont est incolore et que les
bondes n'évoluent plus. Les dlfférentes froctions réolisées ou cours du temps
sont regroupées en quotre lots (,\ B, C, D) conespondont ô un volume d'éluont
de 75 ml chocune. Les quotre froctions sont concentrées sous vide ô 40"C,
jusqu'ô l'obtension d'un résidu sec.

Vl-] 2 Contrôle ohormocolooioue

Pour être testées phormocologiquement les quotre froctlons sont reprises
por du DMSO de telle sorte que lo concentrotion finole corresponde ô I mg de
plonte sèche por ml de suspension d'hépotocytes. Les figures J44 montrent le
comportement slmlloire sur lo formotion de molonoldéhyde et les libérotions de
loctote déshydrogénose et d'osportote omlno.tronsférose de ces quotre
froctlons. L'octMté phormocologique s'occrolt ou fur et ô mesure du temps
d'élutlon, lo frocfion obtenue lo plus tordlvement étont lo plus octive. Ces
résultots font opporoltre que les principes octifs de l'extroit chloroformique de
jeunes pousses de romorln blen qu'exholent en totollté por le Soxhlet
chloroformlque (les exholts de polorité supérleure étont Inocflfs) montrent une
offinité relotlvement peu lmportonte pour les solvonts très opololres.
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LDH ASAT

MAD

DMSO tBH +Ro Chlor

J44 : Comportement sur la perorydation lipidique et la nécrose cellulaire des 4 fractions
d'un extrait chloroformique de R.bfficinalis, obtenues par chromatotron
(solvant = chloroforme)

mMoles
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Nous ovons confirmé ce point en effectuont une extroction liquide - liquide
utilisont un mélonge hexone - chloroforme (l/l v/v) ô portir d,un lyophitisot
d'extroit chkrroformique Soxhlet ll. Les froctions obtenues oprès une heure
d'ogitotion sont évoporées Ô sec puis reprises por le DMSO pour être testées ô
une concentrotion conespondont ô lmg de plonte sèche / ml de suspension
hépotocytoire. Les résultots expérimentoux reproduits fobleou J6 montrent
cloirement que lo froction hexonique contenont les composés les plus opoloires
n'est pos phormocologiquement octive, le reste de l'extroit chloroformique étont
très octif. Des profils chromotogrophiques réolisés sur lo portie hexonique n'ont
mis en évidence ni flovonoides por le réoctif de NEU, ni composés terpèniques
por le trichlorure d'ontimoine.

VfZ Cnromototron U

Vl-2 I Mode opérotoire

Une deuxième séporotion est réolisée ô portir de 100 mg de lyophilisot de
l'exlroit chloroformlque Soxhlet ll. Trois solvonts sont utilisés successivement,
d'obord le méthonol puis l'éthyl océtote enfin le chloroforme jusqu'ô nettoyoge
de lo ploque, Les différentes froctions réolisées ou cours du temps sont
regroupées de foçon ô obtenir deux froctions méthonoliques (Fl, F2) de 7s ml
chocune, et deux froctlons ô l'éthyl océtote (F3, F4) de 75 mt chocune; toutes
les froctions chloroformiques étont regroupées (F5).

Vl-2 2 Coroctérisotions chromotoorophiques

' recherche des flovonoides

Lo méthodologie employée est celle précédemment décrite. Le révétoteur
utillsé est le réoctif de NEU ovec pulvérisotion secondoire de PEG 4000. Les
extroits chloroformiques et méthonoliques Soxhlet lll sont utilisés comme témoins,
Les ditférentes froctions Fl ô F5 ne présentent oucun spot.

. recherche de comoosés teroèniques et stéroîdiens

Le protocole ufillsé o été décrit précédemment, le solvont utilisé est un
méfonge benzène - oclde océtlque (9911>. Le révéloteur est le trichlorure
d'ontlmolne. Les témoins utillsés sont les extroits chloroformiques Soxhlet ll et
Soxhlet lll et l'exhoit méthonolique Soxhlet lil (ng.45). Lo première froction
méthonollque (Fl) lssue de l'exhoit chloroformique Soxhlet ll présente quotre des
clnq spots de l'extrolt de déport, le cinquième spot sifué en mllieu de ploque
n'opporoissont dons oucune des froctions. Fl présente deux spots non retrouvés
sur l'extrolt méthonollque soxhlet lll qul est sons oction phormocologlque.
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J45: Recherche de triterpènes

plaque de silice Kieselgel G6O sans fluorescence (Merck)
solvant de migration benzène 99 / acide acétique i 

-

révélateur : SbCl3 à ZOo/o dans du chloroforme

1. R officlnalis ctrtoroforme Soxhlet ll
2. Fraciion méthanol (Fl)
3. Fradion méthanot (F2)
4. Fraciion éthyt acétate (fSy

5. Fraaion éthytaétate (F4)
6. Fraction chloroforme (F5)-
7.R officinatis ctrlorofonrie Soxhlet llt
8.R oflicinalis méthanol Soxhtet ttt
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Vl-2 3 Contrôle phormocolooique
Les ditférentes froctions (Fl ô F5) sont reprises por le DMSO de sorte que lo

concentrotion finole corresponde Ô I mg de plonte sèche/ml de suspension.
L'octivité phormocologique de ces froctions sur les phénomènes peroxydotifs et
le relorgoge enzr/motique est représentée figure J46. L'intoxicotion est fronche
pour les trois poromètres considérés. Lo première froction méthonolique entroine
une hépotoprotection monifeste, les outres extroits sont totolement inetficosses.

Vt-g Chromototron lil

Vl-3 I Mode ooérotoire

En fonction des résultots précédents, une troisième procédure de
séporotion est effectuée ô portir de 100 mg de tyophilisot d'un extroit
chloroformique (Soxhlet ll) de jeunes pousses de R. otficinolis. Dons un premier
temps quotre froctions sont isolées selon lo procédure suivonte :

t froction I (- possoge de 75 ml de chloroforme
* froction 2 (- possoge de 75 ml supplémentoire de chloroforme
'froction 3 (- possoge de 75 ml de méthonol
' froction 4 (- possoge de 75 ml d'un mélonge méthonol-ocide océtique

(95/5 v/v)

Lo froction 3, oprès concentrotion ou rotovopor, est reprise sur
chromototron selon lo séquence suivonte :

'froction 3.1 <- possoge de 75 ml d'un mélonge CHCI3
+ CH3COOH (95/5 v/v)

' froction 3.2 <- possoge de 75 ml suplémentolre d'un mélonge CHC|3
+ CH3COOH (95/5 v/v)

' froction 3.3 <- possoge de 75 ml de méthonol

Après concentrolion, lo froctlon 3,3 est elle même repossée sur
chromototron

' froction 3.3.1 <- possoge de 75 ml de CHCI3
' froctlon 3.3.2 <- possoge suplémentolre de 75 ml de CHC|3
' froction 3.3.1 <- pctssoge de 75 ml de CH3COOH
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LDH

+e *3 .Fa . *6 .Fa *a

MAD

DMSO tBH 1.5mM +F1 *F3 +F5 +Ro Chloro

J4ô : Comportement sur la perorydation lipidique et la nécrose cetlulaire des 5 fractions
d'un extrait chloroformique de R. officinalis, obtenues par chromatotron
(solvant = méthanol pour F1 et F2)
(solvant = éthyl acétate pour F3 et F4)
(solvant = chloroforme pour F5)

nMoles
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Vl-3 2 Coroctérisotion chromotooroohique

Lo recherche de composés de noture stéroides et terpèniques est réolisée,
sur les différentes froctions obtenues, por CCM (gel de silice G60 Merck) en
utilisont le chloroforme comme solvont de mlgrotion . Lo figure J47 présente les
toches obtenues oprès révélolion por une solution chloroformique de trichlorure
d'ontimoine.

Les froctions I et 2 sont les plus riches en nombre de spots révélés; on y
retrouve notomment l'ocide ursolique utilisé comme stondord pour vérifier lo
quolité de lo migrotion et de lo révélotion. Une seconde ploque est mise ô
migrer dons les mêmes conditions en vue de lo recherche de stéroides. Après
séchoge lo ploque esf puMérisée por un mélonge ocide phosphorique/ eou
(l/2) jusqu'è ce que celle-ci devienne tronslucide, elle est ensuite plocée ô
l'étuve ô 120" C pendont l0 minutes puis ropidement lue en lumière U.V. ô
360 nm. Les stéroides et stérols insoturés sont olors recherchés en pulvérisont sur
lo ploque encore choude une solution froichement préporée de 1,5 g d'ocide
phosphomolybique dons 100 ml d'éthonol. ll opporoît une colorotion bleue des
spots correspondont oux composés insoturés, colorotion qui s'intensifie oprès un
bref possoge è l'étuve (2' à 3'). Lo figure J47 montre les résultots observés,
quelques rores spots opporoîssent oinsi secondoirement bleutés, dons l'ensemble
lo distribution des toches est identique ô celle obtenue oprès pulvérisotion de
trichlorure d' ontimoine.

Vl-3 3 Contrôle ohormocolooique

Les différentes froctions sont reprises por le DMSO ofin d'étudier leur
octivité ontilipoperoxydonte et ontinécrotique. Les doses testées sont
équivolentes ô I mg de plontes sèches / ml de suspension hépotocytoire. Lo
figure J48 montre cloirement que lo froction 3.2 est lo plus etficoce tont sur les
phénomènes peroxydotifs que sur les fuites eneymotiques signont lo nécrose
celluloire.
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Vl-3-4 ldentificotion de lo froction 3.2

Lo froction 3.2 est onolysée por chromotogrophie en phose gozeuse oprès
silylotion. Lo tempérofure de l'lnjecteur est de 180'C, le progromme de
tempérofure du four débute ô 240"C, reste stoble pendont I minute puis

ougmente de l0'C por minute jusqu'ô 280'C.
Cinq composés mojoritoires sont retrouvés (flg J49), Leurs mosses vorient de

279 ô 515 (fig J50 et JSl), En comporont les spectres de mosse de lo froction 3.2
ovec ceux des composés issus de lo froction 1.4.2., on constote que l'on
retrouve un et un seul composé commun ô ces deux froctions, Le composé A
de mosse égole ô 504 possède en effet un spectre de mosse superposoble ô
celui présenté figure J4l. On peut donc conclure que les deux procédures de
froctionnement retenues, qui utilisent des méthodologies différentes
(chromototron et C.C,M. préporotive) permettent d'isoler un même composé
dons les froctions phormocologiques les plus octives, Ce composé peut donc
être considérer, selon toute vroisemblonce comme porteur principol de l'octivité
phormocologique (ontilipoperoxydonte et ontihépototoxique) de Rosmorinus
officinolis.

Vl-3-5 identificotion du comoosé porteur de l'octivité ohormocolooique.

En roison des procédures utllisées ou cours du froctionnement et des
spectres de mosse obtenus, nous ovons émis l'hypothèse que le composé
porteur de l'octivité hépototrope pourroit opportenir ou groupe des loctones
triterpèniques présents dons le romorin et dont les composés principoux ont été
primitivement isolés de Solvio otficinolis (Brieskorn, 1962). Ces composés, dont les
chefs de file sont le cornosol et le rosmonol présentent d'oilleurs une
remorquoble octlvité ontioxydonte dons divers tests, non biologiques, utilisés en
vue de lo recherche d'ontioxydonts olimentoires (test de l'oxydotion des
ntronches de lord") (lnotonl et coll., 1982). Le composé présentont un m/z à 562
de lo froction 1.4.2. powoit en théorie correspondre ou rosmonol. Le principe

octif retenu de mlz à 504 devont conespondre ô un méthyl-rosmonol, lo
présence du groupement méthyle empêchont lo sylilotion du groupement
hydroxyle correspondont (562-73+15 = 504).

Lo très foible quontlté de froction lsolé n'o pos permis une identificotion
correcte por RMN oussl ovons nous cherché ô confirmer cette hypothèse en
nous procuront un échontillon de rosmonol ouprès des rores équipes qui l'ovoit
déJô lsolé dons SoMo officlnolls. Qu'll me solt permis de remercier le Docteur
Bergonzo de l'unlverslté de Asunclon (Poroguoy), le Docteur Ferro Estebon de
l'universté Son Lorenzo (Poroguoy), le Professeur Toshlmizu Hoyoshl de lo foculté
de Phormocle de Toyomo (Jopon) et surtout le Professeur Jovler Gutienez de
l'unlverslté de Tenerife (Espogne) qul o pu nous fournlr 5 mg de rosmonol. Le
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spectre de mosse conespondont ô cet échontillon de rosmonol est reproduit
figure J53 (oprès sylilotion) et J54 (sons sylilotion). ll est touï è foit superposoble ô
celui du dernier composé du groupe I de lo froction 1.4.2. (fig J43). Ainsi en
roison du comportement chromotogrophique et de son spectre de mosse le
composé présentont un pic ô t/. = 504 semble bien conespondre ô un dérivé
méthoxylé du rosmonol. Lo frogmentotion en spectrométrie de mosse, du dérivé
sylilé poroît le confirmer:

- le pic ô -/r 489 conespond è lo perte d'un CH3 (504-15=489)
- le pic intense à ^lr 37l conespond ô lo perte d'un groupement OSiCH3

et de CO2 provenont de lo fonction loctonique (504-89-M=371)
- le pic à ^lr 30l conespond ô lo perte d'un groupement SI(CH3)3 ô portir

de l'ion de frogmentotion Ô ./.371 oyont copié 3 hydrogène (371+3-73=30'l)
- le pic è un m/z 485 correspond ô lo perte d'un métho41le (OCH3) è

poriir de l'ion de frogmentotion ô mlz 489,

En l'obsence de RMN, il est difficile de sovoir ô quel niveou se situe lo
méthylotion puisque 3 OH du rosmonol en position 7, l'l et'12, sont succeptibles
d'être méthoxylés; les positions l'l et 12 semblent cependont plus probobles. Lo
froction 1.4.2, posséde d'oilleurs deux composés présentont un pic à un m/z è
504 mois dont le temps de rétention chromotogrophique et l'intensité du pic ô
489 sont légêrement différents, il est proboble que ces deux composés sont des
isomères, le premier oyont son méthoxyle è un niveou donné et le second ô un
outre niveou,

L'octivitê phormocologique du rosmonol est confirmée sur le modèle
d'hépotoqftes isolés intoxiqués ou îert butyl hydropero4yde. 25 mM de rosrnonol
inhibent fotolement lo formotion de molonoldéhyde et réduisent très
significotivement les phénomènes nécrotiques.

MAD LDH ASAT
DMSO 0.31 r 0.06 422t.72 29r13
tBH 1,5 mM 6.82 t 0.80 242E x250 116 t15
tBH + rosmanol 100 mM 0.25 i 0.05 26E t 28 20 x1
tBH + rosmanol 50 mM 0.32 t 0.06 350 t 88 22x2
tBH + rosmanol 25 mM 0.35 r 0.08 434 r 73 31  x2
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K Concluslons qénéroles:

Qu'elles soient de trodifion orole ou écrite, lo pluport des cultures reconnoissent un
rôle de première importonce ou foie; son octivité pouvont être cloirement individuolisée
ou perçue de monière globole, ô coté de celle d'outres orgones, dons une fonction
dépurotive ou de droinoge. ll n'est donc pos surprenont de retrouver les médicotions

"hépotoprotectricesn très lorgement représentées dons toutes les phormocopées
troditionnelles. Souvent utilisé, ce terme d'hépotoprotecteur suggère un méconisme de
protection recouvront tous les ospects de lo molodie, ce qui semble bien ombitieux. En
effet, l'otteinte hépotique peut être extrêmement vorioble dons ses troductions morbides,
ollont de lo simple surchorge groisseuse ossymptomotique ô lo nécrose irréversible. Au
mieux ce terme ne pourro{-il s'oppliquer, dons un codre lorgement plus restrictif, qu'ô
un méconisme ou plus encore ô une voie toxique bien déterminée. Pormi les pothologies
hépotiques, les otteintes d'origine toxique sont précisément un chomp d'explorotion
porticulièrement intéressont. D'obord en roison de leur fréquence croissonte, oussi bien
pour les monifestotions oiguës que les otteintes ô plus long terme, ensuite pour leur plus
gronde focilité ô être reproduites sur le plon expérimentol.

Aussi ce trovoil est-il consocré ô lo recherche d'espèces végétoles troditionnelles
pouvont être utilisées ovec bénéfice dons ce type d'étiologie. Cette recherche est
réolisée è l'oide de techniques in vitro qui nous ont semblé les plus optes ô l'évoluotion
ropide des potentiolités ontihépototoxiques de ces espèces. Molgré les nombreux
ovontoges de l'opproche expérimentole in vitro, que nous ovons eu l'occosion de
détoiller, il convient de roppeler, une fois encore, le coroctère restrictif que peut
présenter une telle démorche. En effet, lo toxicité d'une substonce dépend de nombreux
méconismes séquentiels qul conditionnent son devenir et l'intensité de ses etfets
biologiques comme les phénomènes d'obsorption, de distribution tissuloire, d'excrétion,
de cinétique de concentrolion ou niveou des sites d'oction, qul sont outont de cibles
étrongères ô une opproche expérlmentole non globole. Notre propos n'étoit donc pos
tont de confirmer lo trodition que de rechercher, ô portir de celleci, une médicotion
dlrectement octive ou niveou celluloire.

Les phormocopées troditlonnelles permettent d'étobllr une premlère sélection pormi
les espèces végétoles potentlellement octlves sur les désordres hépotiques ou sens lorge.
Encore fout{l que les modèles expérimentoux correspondent ô un méconisme toxique
sufflsomment générol pour être représentotif des nombreuses voies d'octivotion pouvont
être retrowées dons l'orgonisme. Bien que les méconismes de blotronsformotion soient
exhêmement complexes et vorlés, l'expresslon de leur toxicité, ou niveou hépotique,
posse générolement por deux modolltés essentielles, l'opporltion de rodlcoux libres et
celle de composés électrophiles. Les premiers, en Induisont une peroxydotion lipidique,
provoquent une désorgonlsotion ô lo fols strucfurole et fOnctionnelle des
endomembrones celluloires. Les seconds, por leurs comblnolsons oux mocromolécules,
perturbent l'économle celluloire et réduisent de monlère drostlque les prlncipoux
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éléments des systèmes de protecfion celluloire. Les Investigotions phormocologiques
doivent donc permethe de retrouver les différents protogonistes de l'oction toxique, Le
tétrochlorure de corbone, toxique clossiquement utilisé dons les expérimentotions in vitro,
présente des Inconvénients bien connus et nous ovons cherché ô développer un modèle
reposont sur un toxique d'utilisotion plus oisée. Les méconismes toxiques mis en jeu
devoient, en etfet, être plus finement ciblés et permettre de retrouver ô lo fois les
conséquences de l'otteinte rodicoloire et celle de l'otteinte électrophile. Après ovoir
expérimenté un certoin nombre de toxiques susceptibles de répondre ô cette ottente, le
tert butyl hydroperoxyde o été retenu. Son métobolisme ou niveou des hépotocytes est
mointenont bien connu; son qction repose sur l'opporition de rodicoux libres induisont
une pero4/dotion llpidique beoucoup plus intense que celle provoquée por le
tétrochlorure de corbone et une déplétion morquée du glutothion qui signe l'octivité
thloloprive et entroîne lo nécrose celluloire, Ces deux méconismes peuvent être
focilement dissociés, les phénomènes peroxydotifs ne jouont pos un rôle prépondéront
dons lo toxicité è court terme de ce composé. En outre, en fonction de lo dose utilisée,
le tBH peut isoler des répercussions purement métoboliques, proboblement plus proches
de certoins méconismes d'ogression o minimo, ou explorer des perturbotions de
l'équilibre colcique introcelluloire. De ce foit, il permet non seulement un screening
primoire mois égolement l'opproche des niveoux d'impoct des méconismes de
protection, ce qu'outorise plus ditficilement l'usoge du tétrochlorure de corbone.

Por roppori ô d'outres systèmes d'intoxicotion, comme por exemple le système
AscorboteFec le tert butyl hydropero4yde présente l'ovontoge de nécessiter une
métobolisotion introcelluloire ofin de développer son oction toxique, de réunir très
ropidement tous les focteurs développont lo nécrose celluloire et d'être ô l'obri de
phénomènes de complexotion. Ce point est porticulièrement importont concernont
l'étude in vitro d'extroits végétoux qul, controirement ô celle de molécules pures,
opporte dons le milieu d'étude un très grond nombre de composés. En effet, les risques
d'interoction ou niveou extrocelluloire entre le toxique et certoins constituonts de l'extroit
ne doivent pos être négligés, En réduisont lo quontité de toxique disponible, ces
Interoctions entroînent une hépotoprotectlon qui n'est que fictive, ne reflétont qu'un
degré d'intoxicotion molndre et non un véritoble etfet de protection ou niveou celluloire.

Pormi les 26 espèces végétoles testées, 17 ont une indicotion hépototrope
trodltlonnelle et sont utilisées soit en monothéropie solt en ossociotion; 9 espèces ont des
Indlcotions troditionnelles totolement étrongères ô lo sphère hépotobiliolre, Pormi les l7
espèces troditionnellement utllisées dons les offecfions hépotiques, 12 possèdent une
octMté plus ou molns lmportonte ou cours des tests in vitro. Dons cette éfude, lo trodition
se conflrme donc dons 7l% des cos. Pormi les espèces végétoles sons indicotion
hépotique, une seule possède une octivité sur hépotorytes lsolés. Au totol, lo trodition
est très lorgement conlTrmée pulsque dons plus de 213 des cos, les données empiriques
sont vérlflées sur le modè]e expérlmentol. Ces résultots démontrent ossez blen l'intérêt de
l'opproche ethnophormocologique por ropport ô un screenlng non sélectif, réolisé "ô
l'weuglen. Cependont, cette opproche n'est pos dénuée d'un certoin nombre de
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difficultés sur lesquelles nous voudrions ô noweou insister.

* Le problème posé por l'identificotion botonique précise est une évidence pour
chocun et il n'est guère besoin d'y insister.

* L'existence de convergence d'usoge d'une espèce végétole entre divers
trodiproticiens d'une même ethnie et plus encore d'ethnies différentes, renforce l'intérêt
de cette espèce et doit être plus lorgement recherchée.

* Lo fréquence d'utilisotion de telle ou telle plonte et so ploce dons l'orsenol
théropeutique du trodiproticlen permettent ou phormocologue de pondérer des
informotions souvent recueillies en très grond nombre et de les hiérorchiser. Les recueils
de phormocopées troditionnelles gognerolent ô préciser plus cloirement les fréquences
d'utilisotion, pour permettre d'écorter des médicotions mineures.

:t ll semble préféroble de retenlr en première intention les plontes utilisées en
monothéropie por ropport ô celles entront uniquement dons le codre d'ossociotion, Les
remèdes ossociont plusieurs espèces végétoles exposent ou risque d'un résultot
foussement négotif lorsque les différents constituonts du remède sont testés séporément,
ce qui se produit générolement ou cours d'un screening primoire.

* Le codre clinique de l'indicotion troditionnelle est générolement trop
frogmentoire. Les données sémiologiques omenont l'usoge de telles plontes plutôt que
de telles outres sont très féquemment obsentes et loissent ploce ô des indicotions
générolement très lorges qui oppowrissent considéroblement le trovoil de terroin, ll est
évldent que les systèmes de décriptoge de lo molodie sont fort ditférents en médecine
populoire, troditionnelle ou nmodemen et que les nsignes" émis por le potient sont
interprétés selon des échelles de voleur ditférentes. Cependont, dons tous les cos, lo
relotion sémiologieremède reste fondomentole. Celo nécessite un trovoil de tronscription
délicot pour l'ethnologue, trwoil qu'il est cependont seul en mesure d'effecfuer.

Concernont lo sphère hépotique, ll est surprenont de retrouver l'indicotion d'ictère,
de monière quosi systémotique pour toutes les plontes hépotoprotectrices, sons que ne
soient Jomois. précisés le mode d'lnstollotion de l'lctère, so durée, ses signes
d'occompognement et qu'ô oucun moment ll ne soit foit référence ô lo polpotion et
l'observotlon du molode, è l'étot des téguments ou encore ô l'existence de douleur ou
d'outres signes d'orlentotion. En un mot, les recueils de phormocopée troditionnelle
négligent générolement les éléments de diognostic retenus por les trodiprotlciens; bien
que n'étont pos obligotoirement similoires oux nôtres, lls n'en sont, cependont, pos moins
informotifs sur lo nofure de lo molodie.

* Le mode de préporofion (plonte froîche, solvont d'exhoctlon) est bien
évldemment un outre polnt de divergence évenfuelle entre lo trodition et
l'expérlmentotlon et peut expllquer un certoin nombre de résultots phormocologiques
négotlfs. Sowent, les proprlétês décrites pour une plonte, entité botonlque, sont
ottrlbuées ô des extroits qul ne représentent qu'une portie seulement de lo composition
chlmlque de cette plonte et donc de ses potenflolltés fhéropeutlques.
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Après comporoison de l'octivlté des différents extroits végétoux testés, l'étude s'est
poursuivie de monière plus opprofondie sur deux espèces végétoles, Euohorbio hirto et
Rosmorinus officinolis.

Lo réolisotion d'une série d'extroctions por lo technique du soxhlet, ô l'oide de
solvonts de polorité croissonte, o permis de mettre è jour une différence essentielle entre
ces deux espèces, Pour Euohorbio hirto, seul l'extroit oqueux est octif sur le modèle
expérimentol olors que pour Rosmorinus officinolis c'est, ou controire, lo froction lo plus
opoloire, l'extroit chloroformique, qui renferme les principes octifs, L'extroit oqueux
obtenu por soxhlet oprès épuisement por le chloroforme, controirement ô l'extroit oqueux
obtenu por infusion-mocérotion de jeunes pousses de romorin, ne présente plus oucune
octivité phormocologique. Une chromotogrophie en couche mince, è lo recherche de
composés opoloires dons l'extroit obtenu por infusion-mocérotion o d'oilleurs permis de
metire en évidence lo présence de triterpènes. L'infusion-mocérotion oqueuse, ô 37oC
pendont 4 heures, est donc un mode de préporotion qui permet le tronsfert de
composés relotivement peu poloires. Lo présence de ces composés, susceptibles d'être
porteurs de l'octivité hépotoprotectrice, peut por conséquent expliquer l'octivité
phormocologique de l'extroit oqueux réolisée por infusion-mocérotion; leur
concentrotion, noturellement inférieure ô celle retrouvée dons un extroit chloroformique,
expliquont le plus foible niveou de protecfion obtenu.

Ce point nous semble porticulièrement importont dons lo mesure où, pour
s'opprocher le plus possible de lo trodition, les expérimentotions sont souvent uniquement
conduites ô portir d'un extroit oqueux. Devont les résultots obtenus ici, il poroît donc
judicleux dès lo phose de screening primoire, de ndéposser" lo trodition en utilisont en
plus un solvont très opoloire ofin d'explorer de monière plus complète les potentiolités
phormocologiques des espèces éfudiées.

En roison de l'intensité de l'octivité phormocologlque observée, les tentotives de
froctionnement se sont ropldement focolisées sur Rosmorinus officinolis. Deux techniques
de froctionnement ont été utilisées, lo chromotogrophle sur couche mince et lo
chromotogrophie centrifuge. L'intérêt essentiel de lo démorche suivie réside dons le foit
que choque étope du froctionnement est déterminée en fonction des résultots obtenus
sur le modèle expérlmentol.

Les deux procédures utllisées oboutissent chocune, oprès un certoin nombre
d'étopes, ô l'lsolement d'une froctlon qui, ô elle seule, conserve lo port essentielle de
l'octMté de l'exhoit de déport. L'onolyse, en chromotogrophie gozeuse couplée ô lo
spectrométrie de mosse, des deux froctlons obtenues permet l'ldentlficotion d'un
composé commun, dérivé méthylê du rosmonol. Ce dernler poroît être le porteur
princlpole de l'octivlté onflrodlcololre, ontilipopero4ydonte et ontinécrotique de
Rosmorlnus officinolls dons lo mesure où les outres constlfuonts moJorltoires de ces
froctlons se sont montrés Inoctlfs (oclde ursollque et oclde oléonolique) ou présents en
une trop foible quontité pour être efflcoces (lutéoline). Lo présence de rosmonol o pu
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être retrouvée dons l'un de ces extroits et ses octivités ontilipoperoxydonte et
ontihépototoxique vérifiées expérimentolement.

Le rosmonol et ses dérivés, en portlculier les dérivés métho4ylés pewent donc être
considérés comme les principes octifs de Rosmorinus offlcinolls ô l'encontre des
phénomènes perorydotifs qui représentent une des voies toxiques moJeures dons lo
pothogénèse de nombreuses léslons hépotlques, mois égolement d'otteintes non
hépotiques en relotion ovec une ogression rodicoloire. L'intensité des effets obtenus in
vitro justifie lo recherche de leur confirmotion sur des modèles in vivo mois surtout
l'explorotion expérimentole d'outres conséquences de l'otteinte rodicoloire pour
lesquelles le Romorin, ou une portie de ses constituonts, pourroit être utilisé ovec
bénéfice.
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