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Introduction

Partout dans le monde, I’intérét pour la médecine traditionnelle s’accroit constamment.
En Afrique, cette pratique nécessite toujours des améliorations considérables, comparativement
a celle de I’Inde ou de la Chine. A cela, s’ajoute la dette grandissante des nations africaines et
I’augmentation du cofit des soins de santé¢ modernes qui rendent les soins de santé traditionnels
de plus en plus important. Ainsi plus de 80% de la population africaine vivant dans les zones
rurales s’adonne a cette médecine traditionnelle. Ces populations, ainsi que ceux des zones
urbaines et méme des pays industrialisés, se tournent de plus en plus vers la nature pour les
soins de santé (Lucienne, 2007). En effet, les plantes médicinales constituent un héritage naturel
pour ’humanité en matieére de soins. Ces usines chimiques naturelles sont responsables de la
production de substances a activités biochimiques et pharmacologiques, parmi lesquelles
figurent des composés dotés de propriétés antioxydantes (Bravo, 1998 ; Pandey & Rizvi, 2009),
anti-inflammatoires (Gonzalez et al., 2011), antimicrobiennes (Daglia, 2012), antivirales
(Meerbach et al., 2001; Chavez et al., 2006 ). Et ces composés sont utilisés pour répondre aux
besoins essentiels de la population en géneral. (Schauenberg et al., 1997). A ce jour, plus de
10000 especes de plantes différentes sont utilisées a des fins thérapeutiques (Lucienne, 2007).
Elles sont utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques, c’est le cas de celles traitant de
I’hépatite.

Le foie un organe clé du corps humain effectue diverses activités métaboliques
nécessaires a la nutrition et a I'noméostasie. C’est 1a ou a lieu diverses réactions dont celles de
la détoxification et de 1’épuration des substances exogeénes et endogeénes. Cet organe constitue
en méme temps une cible primaire pour les produits potentiellement toxiques, les polluants
environnementaux et certains agents pathogenes. Cette exposition a ces agents, couplée a leur
biotransformation est associée a la production de radicaux libres hautement réactifs qui peuvent
causer des dommages oxydatifs cellulaires et conduire a une altération des fonctions hépatiques
essentielles (Wolf, 1999 ; Jaeschke et al., 2002).

Par ailleurs les données médicales relatives a la prévalence et au développement des
pathologies hépatiques indiquent une fréquence élevée des pathologies du foie et constituent
actuellement un véritable probléme de santé publique a 1’échelon mondial. En effet, selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), pres de 500 millions de personnes dans le monde
vivent avec une hépatite chronique et environ un million en meurent chaque année (Anonyme
1, 2009). En 2020, par exemple la région africaine représentait 26 % des cas mondiaux de
morbidité due aux hépatites B et C, avec 125000 déces associés (OMS, 2022). L’ hépatite est
contractée par 5 a 10 % de la population africaine (OMS, 2016 ; Anzouan-Kacou et al., 2022).
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En Coéte d’Ivoire, les données sont aussi alarmantes. Il ressort qu’environ 2 millions de
personnes soit 8 & 10 % de la population sont atteintes de 1’hépatite virale et sont sujettes a une
cirrhose et a un cancer du foie (Enel et al., 2014). Celle de I’hépatite C est de 3,3 % dans la
population générale (Lemoine et al., 2013 ; Anzouan-Kacou et al., 2022). Et selon Enel et al.
(2014), la prévalence de I’hépatite B est de 12% en Cote d’Ivoire. Malgré ces chiffres alarmants,
la prise en charge des hépatites B et C demeurent trés limitée (Séri, 2013).

Ces différents types d’hépatite ont sensiblement le méme impact sur le foie car on détecte
les mémes anticorps lors de leurs manifestations (Chiba et al., 2022). Pour faire face a ces
pathologies, un certain nombre de médicaments dont I’Interféron alpha, I’Epomédiol, le
Mucorex ou Citiolone, la Ribavirine etc. sont fournis par la médecine conventionnelle. A
I’instar de plusieurs autres médicaments dits modernes utilisés dans le traitement des maladies
du foie, ces produits ont des effets secondaires. En outre le traitement de I’hépatite impose des
s¢jours longs d’hospitalisation onéreux et les résultats escomptés sont souvent insatisfaisants
(Calzada et al., 2007)

Eu égard a la gravité des pathologies du foie, la recherche de nouvelles molécules
actives en raison des difficultés rencontrées, tels que, les résistances primaires et secondaires
ou la toxicité. Afin de faire face a cette préoccupation majeure, certains chercheurs se sont
penchés sur cette question. Etant donné les vertus médicinales des plantes de la pharmacopée
dont on compte 50000 especes avec des propriétés médicinales confirmées selon Adjanohoun
(1990). Par ailleurs il est possible que ces plantes puissent étre utilisées comme de nouvelles
tétes de séries de médicaments, ce qui pourrait permettre de créer un nouvel « arsenal »
thérapeutique, plus efficace et a moindre colit. C’est dans cette optique, que notre Laboratoire
d’Agrovalorisation a adopté une approche qui consiste a étudier les plantes de la pharmacopée
ivoirienne pour repérer celles qui pourraient étre a 1’origine de nouveaux traitements de
I’hépatiques. Pour y parvenir nombreuses enquétes ethnobotaniques en 2019 qui a abouti a la
sélection de nombreuses plantes parmi lesquelles, on compte des espeéces a activités.

Ce travail s’inscrit dans le cadre général de la valorisation des plantes médicinales en Cote
d’Ivoire par I’évaluation de I’activité hépatoprotectrice d’un Médicament Traditionnel
Amélioré (MTA) produit par un tradipraticien.
Dans la présente étude, il s’agit plus spécifiquement de :
- Déterminer la teneur des différents composés chimiques du Médicament Traditionnel
Amélioré (MTA) ;
-Etudier la toxicité de ce produit ;

-Evaluer son effet pharmacologique sur I’hépatotoxicité induite chez les rats wistar ;
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Le présent document qui présente 1’essentiel de nos activités, est articulé comme suit :

-Une premicre partie consacrée a une revue bibliographique des deux plantes Terminalia
catappa et Combretum micranthum utilisées comme élément majeur dans le MTA ainsi
que la recherche sur le foie ;

-Une deuxieéme partie présentant le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail, les

résultats obtenus, les discussions qu’ils suscitent, une conclusion et des perspectives.



PREMIERE PARTIE :
GENERALITES
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1- PRESENTATION DE LA PLANTE
1-1. Terminalia catappa

1-1-1. Nom vernaculaire est le Cocoman
1-1-2. Position systématique

Selon les travaux de Aké-Assi (2002), la position systématique de Terminalia catappa est :

Regne : Végétal

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones : Dialypétales
Sous-classe : Magnoliopsida (Rosideae)
Ordre : Myrtale
Famille : Combretaceae
Genre : Terminalia
Espéce : Terminalia catappa

1-1-3. Description de la plante

Terminalia catappa est un arbre de 5 a 25 meétres de hauteur a rameaux prolongés, a des
feuilles épaisses (figure 2). Toutes les feuilles entiéres, sont obovales ou cuspides au sommet,
mesurant jusqu'a 30 cm de long et 16 cm de largeur. Les feuilles deviennent rouge pourpre a

I’age adulte et virent au jaune a la sénescence (Adjanohoun & Aké-Assi, 1979 ; Aké-Assi &
Guinko, 1991).

1-1-4. Répartition géographique de Terminalia catappa

Terminalia catappa se trouve dans les régions tropicales. Elle provient du monde
antique (Asie du Sud- Est). C’est en 1767 que le botaniste francais d’origine Ecossaise
MICHEL Adanson I’a décrite pour la premicre fois. Cette plante est appelée Cocdma en Cote
d’Ivoire, Badamier en Europe, M’handaya aux Comores, et Amandier des indes en Inde. Elle
est présente en Cote d’Ivoire principalement sur la cote. Selon (Adjanohoun & Ake Assi, 1979

; Ake Assi & Guinko, 1991), elle est principalement employée pour I’ornementation
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1-1-5. Utilisation des plantes en pratique médicale traditionnelle

Dans la médecine traditionnelle, cette plante est considérée comme ayant des propriétés
antibiotiques, antiparasitaires, anti infectieux, antihypertensives et antidiabétiques (Burkill,
1997). La partie de la plante qui est la plus employée sont les feuilles. Par conséquent dans 1I’ile
de la Réunion, I’infusion des feuilles vieilles soigne la dysenterie et I’hypertension. Tandis que
la décoction des feuilles soigne I’asthme. A 1’ile Maurice, on utilise le décocté des feuilles pour
traiter le diabéte et celui de 1’écorce pour le traitement de la diarrhée (Adjanohoun et al., 1983).
Les feuilles et I’écorce sont utilisées en Cote d’Ivoire et au Congo Brazzaville, pour le
traitement du diabéte et de I’hypertension artérielle (Diafouka & Lejoly, 1993 ; Ahoussou et
al., 1995). Au Nigeria, les amygdalites sont traitées par le macéré des feuilles dans 1’huile de

palme selon (Amennoudji & Ake, 1990).

1-1-6. Pharmacologie et composition phytochimique de Terminalia catappa

En 1999, Ta-Chen et al., ont découvert dans des feuilles de Terminalia catappa, 19
molécules dont des tanins et composés similaires. Ils comprennent : I’acide gallique, 1’acide
ellagique, le 2,3-(S) -HHDP-D-glucose, la punicalagine, la corilagine, la tercataine, la
casuarinine, la castalagine, la grandinine, la castaline, le 3-methoxy-4-hydroxyphenol-1-O-D-
(6-O-galloyl)-glucoside, le 3,5-dimethoxy-4-hydroxyphenol-1-O-D-(6-O-galloyl)-glucoside ,
epicatechine-3-O gallate, epigallocatechine-3-O-gallate, procyanidine B-1, procyanidine 3-O-
galloyl B-2, acutissimine A, eugénigrandine A et catappanine A. La cyanidine 3-glucoside, la
corilagine, un inhibiteur de la topoisomérase I et II (Hecht ez al., 1992 ; Kashiwada et al., 1993)
et la xanthine oxydase (Hatano et al., 1990), sont présentes dans les fruits. Plusieurs activités
pharmacologiques de Terminalia catappa sont ménées selon Masuda et al., (1999), les feuilles
de la plante possédent une activité anti-cancérigene. Elles interagissent aussi avec la
transcriptase inverse. L'acide ellagique est responsable de cela (Masuda et al., 1999). Selon
Shimizu et al., (1989), Dorsh & Wagner (1991), Pawar et al., (1997), Rathnasooriya &
Dhamasiri (2000), elle possede également une action anti-inflammatoire, antiasthmatique,
anticataracte, aphrodisiaque et anti-hépatite.
Dans leur étude de 2003, Fan et ses collaborateurs ont identifi¢ 1'acide ursolique et l'acide 2a,
3B, 23-trihydroxyurs-12-en-28-oique, qui jouent un rdle dans l'activité anti-inflammatoire des
feuilles de Terminalia catappa.

Les recherches menées par Nagappa et al., (2003), Syed et al., (2005) ont démontré
que les extraits aqueux, méthanoiques et éthers de pétrole provenant des feuilles et des fruits

de la plante ont une action antidiabétique. Effectivement, ces auteurs ont provoqué un diabéte
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expérimental chez des animaux. Leurs travaux ont prouvé que ces divers extraits contribuent a

I'amélioration du poids corporel, le profil des lipides et régénerent les cellules B du pancréas.

Figure 1 : Terminalia catappa Figure 2 : Feuilles et Fruits de Terminalia
catappa

1-2. Combretum micranthum
1-2-1. Nom vernaculaire : kinkéliba
1-2-2. Position Systématique

Selon les travaux de (Stuessy, 2009), la position systématique de Combretum micranthum

Regne : Végétale
Sous régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Combretaceae

Genre : Combretum
Espece : Combretum micranthum

1-2-3. Description botanique
Le kinkéliba prend la forme d'un arbrisseau touffu pouvant atteindre 4 ou 5 metres,
quelquefois réuni en buisson, dont l'extrémité des branches est volubile. Les feuilles (Figure 3)

peu pétiolées, d'un vert sombre, largement ovales, pointues a I'extrémité, sont entiéres et dures.
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Les Fleurs sont de petites tailles, blanches en épis. Le fruit est un samare a quatre ailes

membraneuses de 1,5 cm de long sur 1,5 cm de large (Fleurentin, 2013).

1-2-4. Distribution géographique
Combretum micranthum est une plante répandue dans les régions soudano-sahéliennes
d’Afrique Occidentale. Les pays concernés sont : Sénégal, Sierra-Leone, Guinée, Mali,

Mauritanie, Gambie, Niger, Cote-d’Ivoire, Ghana, Nigeria, Bénin. (Berhaut, 1997).

1-2-5. Utilisation en Médecine Traditionnelle

Kinkéliba est utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés cholagogues et
diurétiques. Répandue en Afrique de I'Ouest, elle est utilisée en infusion pour traiter la
constipation, stimuler la fonction biliaire et favoriser 1'élimination des toxines. Elle posséde
¢galement une efficacité en tant qu'anti-inflammatoire et antibactérien, ainsi que dans la
préservation des cellules du foie. La consommation de kinkéliba favorise la contraction des
muscles intestinaux, ce qui favorise la digestion. On le reconnait aussi comme un antipaludéen
dans les régions d'Afrique occidentale. Elle présente une activité anti-inflammatoire et
antimicrobienne contre certains micro-organismes, et stimule le foie et la bile grace a son effet

cholagogue et diurétique selon (Fleurentin, 2013).

1-2-6. Activités biologiques et pharmacologiques

Combretum micranthum posséde de nombreuses activités pharmacologiques :
Antiblénnorragique, antientéralgique, antirhumatismale, antitussive cholagogue, diurétique,
émétique, fébrifuge, tonique, vermifuge et vulnéraire et antibiotique (Fortin ef al., 2000). Une
enquéte sur 1’activité phytochimique et biologique de Combretum micranthum a révélé la
présence de nombreux composés bioactifs tels que les flavonoides, les terpénoides, les stéroides

et les alcaloides ayant de nombreuses activités biologiques (Kpemissi et al., 2019)
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Figure 3 : Combretum micranthum

1-3. Composés chimiques des plantes

Les métabolites primaires et les métabolites secondaires sont distincts dans le
métabolisme végétal. Les métabolites primaires jouent un réle essentiel dans la croissance, le
développement, la reproduction et 1'assimilation des nutriments qui sont présents dans la plante.
Les métabolites secondaires, eux, ont différentes fonctions, telles que la protection de la plante
ou l'attraction de certaines espéces polinisatrices. La communication entre les plantes est
¢galement facilitée par ces outils (Kanyonga et al., 2010). Il existe quatre grandes catégories de
métabolites secondaires chez les végétaux : les alcaloides, les composés phénoliques, les

terpénoides et stéroles.

1-3-1. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques naturels, principalement issus des plantes
fleurissantes, qui renferment au moins un atome d'azote dans leur composition chimique, avec
un caractere basique variable. Les alcaloides sont présents dans les parties florales, les fruits ou
les graines de nombreuses plantes. On retrouve ces substances en concentration dans les
vacuoles (Krief, 2003). Selon Jean (2009), une étude sur la localisation et la répartition des
alcaloides révele qu'ils sont rarement présents en état libre dans la plante. Ils peuvent étre
présents sous forme de glycosides ou de sels d'acide citrique, malique, tartrique ou combinés

avec les tanins.

1-3-1-1. Fonction des alcaloides
Selon Aniszewski (2015), les alcaloides participent au processus d'adaptation d'un
organisme au milieu de vie. Les alcaloides ont un effet de poison ou de répulsion sur les

prédateurs, les parasites et les concurrents. Les alcaloides végétaux sont présents en tant que
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composés défensifs contre les invertébrés et les vertébrés herbivores, mais seulement quelques-
uns sont impliqués dans les interactions entre les plantes (Hage, 2013). Ces ¢léments jouent
également un role essentiel dans la résistance aux contraintes biologiques (phytopathogenes,
herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.), contribuent également a attirer les
pollinisateurs et contribuent aux réponses allélopathiques (Devkota & Sewald, 2013).

Selon Badiaga (2011), lI'emploi des alcaloides comme "remeédes" a donné des résultats
prometteurs dans le traitement de certaines pathologies aigués telles que le cancer,
I'hypertension, le diabéte et 1'hépatite, tant en médecine traditionnelle qu'actualisée. Si de
nombreux d'entre eux sont toxiques (strychnine, aconitine), certains sont utilisés en médecine
pour leurs propriétés antioxydantes (pipérine, cafeine), antibactériennes (berbérine),
antifongiques (spartatéine), anti-inflammatoires (colchicine), anticancéreuses (pipérine),
analgésiques (morphine, codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine)
souvent accompagnés d'hypnotiques, ou comme antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou

anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) (Zenk & Jueng, 2007).

1-3-1-2. Toxicité

Les alcaloides sont 1'une des substances les plus dangereuses connues dans la nature. Il
n'y a pas de toxicité dans ces substances lorsqu'elles sont conservées. Les effets néfastes qu'elles
peuvent avoir sur le métabolisme de 'Homme, de 1'animal, du végétal et des insectes sont tres
importants (Kar, 2007). La consommation d'alcaloides peut étre causée par une exposition
respiratoire, cutanée, digestive ou circulatoire. Il est évident que la quantit¢ de nourriture
consommeée et la sensibilité de I'animal visé sont des éléments qui ont un impact direct sur cette
condition. La cyclopamine (alcaloide stéroidien) est un alcaloide trés nocif pour les
mammiferes, avec des effets tératogenes chez les agneaux. Cela entraine des malformations
congénitales du craniofacial qui entrainent un aspect cyclope (Matsura & Fett-Netto,2015).
Selon Hotti & Rischer (2017), 1a conicine présente des risques de toxicité chez les étres humains
et animaux. Il est un inhibiteur de I'influx nerveux en antagoniste des récepteurs nicotiniques
de l'acétylcholine. Chez les mammiferes, elle entraine également la mort par suffocation.
Socrate fut la victime la plus connue de la Conicine. De nombreuses especes animales (bovins,
caprins, ovins, chevaux, chiens, porcins et oiseaux) et 'Homme sont sujettes a l'intoxication a
l'ergot depuis longtemps. Ses manifestations peuvent étre nerveuses chez les carnivores, les
chevaux et les ovins ou gangréneuses, plus courantes chez les bovins, et se traduire par des
nécroses ou des troubles de la reproduction, notamment chez les mammiféres herbivores

(bovins, ovins) et les porcins (Corniere, 2014).
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1-3-2. Terpenoides et leurs fonctions

Le terme "terpénoides" fait référence a une catégorie de composés de plusieurs unités
structurales d'isopréne. En fonction du nombre d'unités d'isopréne, on les a principalement
classées en monoterpene (C10), sesquiterpéne (C15), diterpéne (C20), triterpene (C30),
tétraterpene (C40) et polyterpéne (C > 40), etc. (Liao et al., 2016). Ils constituent une catégorie
d'hydrocarbures, fabriqués par diverses plantes, notamment les coniféres. Il s'agit de
composants courants des cellules végétales, qui peuvent participer aux fonctions métaboliques
fondamentales. Entre autres, ils sont responsables de 'odeur des végétaux, qui est causée par la
libération de molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbone.
Ces substances, extraites du végétal, sont utilisées comme condiments (girofle) ou comme
parfums (rose, lavande). De nombreux parmi eux ont des propriétés antiseptiques, ce qui
explique leur nombreux usage, y compris l'embaumement qui est rest¢ dans le nom de
balsamique donné aux plantes et aux huiles qui en sont extraites (Klaas et al., 2002).
Au cours des derni¢res années, avec l'approfondissement de la étude des terpénoides
(notamment des terpénoides des plantes médicinales), il a été observé que ces composés jouent
un rdle de plus en plus important dans le domaine médical et ont différentes activités
biologiques : antitumorales, anti-inflammatoires, antibactériennes, antivirales, antipaludéennes,
favorisant l'absorption transdermique, prévention et traitement des maladies cardiovasculaires,
diminution de la glycémie et d'autres effets. En outre, certains terpénoides possedent aussi des
propriétés insecticides, immunomodulateurs, antioxydants, anti-age et neuroprotecteurs ; les
terpénoides paclitaxel et artémisinine ont été largement employés dans le domaine médical.
Ainsi, 1'étude de I'activité biologique des terpénoides jouera un rdle essentiel dans la sélection
de médicaments et l'amélioration des méthodes de traitement, tout en fournissant une base
théorique pour le développement de nouveaux médicaments, qui suscite une grande attention
de la part des chercheurs (Liao et al., 2016).
Certains terpénoides ont un impact significatif sur la croissance et le développement des plantes,
tels que la gibbérelline, car les hormones végétales régulent le développement des plantes et les
caroténoides participent a la photosynthése. D'autres jouent un role dans l'interaction entre les
plantes et I'environnement, tels que la participation aux systémes de défense des plantes sous la
forme de phytoalexines et la compétition entre les différentes espéces en tant que composés de
détection interspécifiques (Arimura et al., 2000). Le menthol et I'alcool périllylique, parmi

d'autres terpénoides volatils, sont des matieres premieres utilisées dans les épices, les ardmes
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et les cosmétiques (Martin et al., 2003). Il y a aussi des terpénoides qui ont une grande valeur

économique.

1-3-3. Flavonoides

Les flavonoides sont une vaste famille de composés naturels polyphénoliques. Le
nombre de flavonoides est estimé a prés de 6500, répartis en 12 classes (Stockigt et al., 2002)
et il continue de croitre. Les flavonoides constituent un groupe de métabolites secondaires trés
communs dans le monde végétal. Il s'agit de pigments presque universels des plantes qui sont
en partie responsables de la couleur des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils ne se trouvent
cependant pas seulement dans les fleurs, les feuilles et les fruits, mais dans toutes les parties
des plantes. Ils se trouvent dissous dans la vacuole des cellules en tant qu'hétérosides ou en tant
que composants de plastes spécifiques appelés chromoplastes.
Selon Havsteen (2002), ils se retrouvent dans les 1égumes, les boissons comme le vin rouge, le

thé, le café, la biere et dans diverses plantes médicinales.

1-3-3-1. Fonction des Flavonoides

Les flavonoides ont un role crucial dans les relations avec les insectes (attraction et
participation a la pollinisation entomophile et a la dispersion des graines). Ils jouent un role
dans les interactions entre les plantes et les microorganismes : aux niveaux des pathogeneses
comme des symbioses (nodules des Iégumineuses). Ils interviennent dans les mécanismes de
protection des cellules végétales face a certains stress, comme les radiations ultraviolettes. I
s'agit aussi d'inhibiteurs d'enzymes, d'agents chélatants des métaux agressifs pour les plantes.
Ils jouent également un réle essentiel dans la photosensibilisation et les échanges d'énergie, la
morphogenese et la détermination sexuelle, ainsi que la photosynthése et la régulation des
hormones de croissance des plantes (Pietta, 2001).
Selon Lee et al. (2009), les flavonoides présentent différents effets biochimiques et
antioxydants bénéfiques liés a différentes maladies telles que le cancer, la maladie d'Alzheimer
(MA), l'athérosclérose, etc. La consommation d'herbes et de boissons riches en flavonoides
améliore la santé des vaisseaux sanguins, ce qui diminue le risque de maladies. Selon Briill et
al., (2015), leur consommation a été liée a une amélioration de la fonction endothéliale en
activant la synthase de l'oxyde nitrique endothélial vasculaire et la protéine kinase B.
Les flavonoides ont démontré leur efficacité remarquable dans la prévention de la peroxydation

des lipides. Cependant, la peroxydation des lipides est responsable de différentes affections
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comme l'athérosclérose, le diabéte, I'hépatotoxicité et 1'inflammation, ainsi que le processus de

vieillissement (Hu et al., 2009).

1-3-3-2. Toxicité des Flavonoides

Les supposées propriétés toxiques ou méme mutagenes de la quercétine suscitent de
nombreux débats. Les chercheurs Formica & Regelson (1995) ont fourni une vue d'ensemble
intéressante des recherches in vitro et in vivo sur la quercétine. La plupart des informations sur
les effets secondaires toxiques sont issues d'études in vitro. La cancérogénicité n'a été rapportée
que dans 1 des 17 études d'alimentation menées sur des animaux de laboratoire lors d'une
conférence de la Fédération des sociétés américaines de biologie expérimentale en 1984 sur les
flavonoides alimentaires mutageénes (Starvic, 2008). Selon Dunnick & Hailey (1992), il a été
rapport¢ que des quantités élevées de quercétine sur une période prolongée pourraient
provoquer la formation de tumeurs chez les souris. Toutefois, d'autres recherches a long terme
n'ont révélé aucune incidence de cancer (Zhu et al, 2001). Contrairement aux études
précédentes qui ont montré des effets mutageénes potentiels des flavonoides, plusieurs rapports
récents montrent que les flavonoides, dont la quercétine, semblent étre antimutagenes in vivo
(Kato et al., 1984). L'étude clinique de Knekt et al., (1997), qui a porté sur hommes et femmes
pendant 24 ans, a révélé une corrélation inverse entre l'administration de flavonoides
(quercétine par exemple) et le cancer du poumon. Les données contradictoires peuvent étre
expliquées par le fait que les flavonoides sont toxiques pour les cellules cancéreuses ou les
cellules immortalisées, mais ne sont pas toxiques ou moins toxiques pour les cellules normales.
S'il en est ainsi, les flavonoides pourraient avoir un impact sur la prévention du cancer, ce qui

nécessite une étude plus large.

1-3-4. Tanins

Le mot tanin provient de la capacité de la peau animale a se tanner en la transformant
en cuir grace a ce composé. Selon Jean-Blain (2000), les tanins sont des composés phénoliques
naturels qui sont des métabolites secondaires des plantes supérieures. Ils sont hydrosolubles et
ont une masse moléculaire estimée entre 500 et 3000 Da. Ils ont la capacit¢ de former des
complexes stables avec d'autres macromolécules, notamment les protéines. Ils se rencontrent
dans toutes les plantes, notamment dans certaines familles telles que les légumineuses
(Fabaceae). Certaines especes fourrageres tempérées sont présentes parmi elles, comme le
sainfoin (Onobrychis viciifolia) et les lotiers pédonculé et corniculé (Lotus pedonculatus et L.

corniculatus) (Mueller-Harvey et al., 2018).
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Les tanins se trouvent chez les végétaux dans différents organes. Les concentrations les plus
¢levées sont fréquemment observées dans les fruits, les fleurs et les feuilles. Une accumulation
est principalement observée dans les écorces agées et les tissus pathologiques tels que les galles.
Dans leur structure chimique, les tanins sont des polyphénols qui peuvent étre divisés en deux
catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés, qui se distinguent par leur origine

biogénétique et leur structure chimique (Jean-Blain, 2000).

1-3-4-1. Fonction des Tanins

Le role des tanins est de préserver la plante des prédateurs naturels tels que les bactéries,
les champignons et les mammiferes herbivores (Mueller-Harvey ef al., 2006). L'excés de tanins
diminue la consommation de plantes en raison de la sensation d'astringence associée a leur
consommation, ce qui entraine un arrét de la consommation et protége les végétaux d'une
prédation excessive (Jean-Blain, 2000). Selon Cazaux (2002), la liaison aux protéines entraine
une rigidification de l'architecture de la plante et une réduction de son appétit, ce qui repoussera
les « agresseurs ». Selon Alkurd et al. (2008), ils peuvent aussi étre associés a la cellulose et a
d'autres minéraux. On distingue les tanins qui peuvent étre hydrolysés et condensés.
Plusieurs tanins ont des caractéristiques antioxydantes, en raison de leurs propriétés
phénoliques qui ont une forte affinité pour les nucléophiles (Bruneton, 1999). On leur a

également attribué des propriétés antimutagénes et anticancéreuses (Richelle et al., 2001).

1-3-4-2. Toxicité des Tanins

Les conséquences néfastes des tanins varient selon leur type.
*Tanins hydrolysable
Les tanins galliques, également connus sous le nom de tanins galliques, sont facilement
hydrolysés a la fois par I'action enzymatique et par 1'eau chaude (Conrad et al., 2001). Parfois,
ces tanins peuvent causer de graves intoxications, souvent fatales, chez les mammiféres
herbivores. Selon Jean-Blain (2000), cette dangerosité résulterait du fait que les tanins
hydrolysables (de faible poids moléculaire) peuvent étre dissous, puis les composés dérivés
peuvent étre absorbés dans la muqueuse intestinale et circuler dans le sang, ce qui peut entrainer
des intoxications graves lors d'une ingestion excessive, entrainant des dommages au foie et aux
reins.
* Les tanins condensés
Encore connus sous le nom de tanins catéchiques, il s'agit de polyphénols de la famille des

flavonoides (Mueller-Harvey, 2006), dont la structure chimique est basée sur un systéme
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d'hétérocycle. Ils présentent une toxi cité bien inférieure a celle des tanins hydrolysables, car
ils ne peuvent pas étre hydrolysés et sont peu absorbés par la muqueuse digestive en raison de
leur poids moléculaire ¢levé. Toutefois, une consommation excessive de plantes a forte teneur
en tanins condensés (> 10 % de la matiére seche) diminue l'ingestion volontaire (Bruneton,
1999). Selon Rochfort er al. (2008), l'effet sur l'ingéré serait principalement causé par
l'astringence causée par la complexation avec les protéines riches en proline. Des études menées
sur des ovins ingérant de fortes doses de quebracho (16 % de la ration) ont montré que les tanins
condensés affectent I’intégrité structurelle des muqueuses digestives, des pertes de cellules

épithéliales et des signes de dégénérescence et d’ulcérations (Hervas et al., 2003).

1-4. Etude de la toxicité

Selon Hodgson (2004), la toxicité englobe tous les effets néfastes qui peuvent causer des
dommages morphologiques et/ou fonctionnels a un organisme vivant, induits par une substance
introduite a une dose unique élevée ou a des doses répétées a des doses plus petites. On la définit
aussi comme étant la capacité d'une substance toxique a avoir des effets néfastes sur la santé ou
la survie de toute forme de vie, qu'il s'agisse de la vitalité de I'entité ou d'une de ses phases.
Selon Ayoub (2018), il est nécessaire d'évaluer toute substance qui doit étre commercialisée,

qu'il s'agisse d'un médicament ou d'un produit chimique.

1-4-1. Toxicité aigiie

En utilisant la toxicité aiglie, on peut évaluer les conséquences néfastes apres
'administration d'une substance a dose unique dans un délai de 24 heures. La toxicité n'apparait
que tres rapidement. L'apparition du seuil de toxicité se produit lorsque I'organisme ne peut plus
réparer la Iésion ou détoxifier la substance (INRS, 2018). Les symptomes d'intoxication et
I'absorption du toxique se manifestent généralement rapidement, la mort ou la guérison sont
immédiates. L'évaluation de la toxicité aigiie consiste a examiner de maniere qualitative et
quantitative les effets toxiques de l'administration unique d'un xénobiotique. Selon Ayoub
(2018), cela englobe différentes méthodes telles que des études épidémiologiques, des études
expérimentales in vitro avec des animaux, des €tudes in vitro réalisées sur des cultures de tissus
ou de cellules, des études théoriques basées sur la modélisation, des études humaines et des

études expérimentales.
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1-4-2. Toxicité subaigué

La toxicité subaigué désigne une toxicité répétée pendant une période maximale de 28
jours. L'intoxication est caractérisée par des expositions répétées sur une période de plusieurs
jours ou semaines, ce qui entraine l'apparition des symptomes d'intoxication. Elle offre des
renseignements concernant les dangers pour la santé que peut représenter une exposition répétée
pendant une période relativement courte (OCDE, 2008). Les effets observés incluent la
variation du poids corporel, de la consommation de nourriture et d'eau, des parametres

biochimiques et hématologiques, ainsi que le poids des organes (INRS, 2018).

1-4-3. Toxicité subchronique
On observe ses effets lorsqu'une substance est administrée quotidiennement aux animaux.
La dose est administrée a nouveau pendant plus de 28 jours et moins de 90 jours. Elle permet

d'évaluer l'effet toxique sur les organes ciblés ainsi que les doses non toxiques.

1-4-4. Toxicité chronique

L'exposition répétée pendant plusieurs mois ou années entraine une toxicité¢ chronique.
L'intoxication se manifeste soit par l'accumulation du poison, soit par l'addition des effets
engendrés. La voie cutanée, l'inhalation et la voie orale sont les trois principales voies
d'administration utilisées dans les études de toxicité chronique. Selon I'OCDE (2018), la
sélection de la méthode d'administration est influencée par les propriétés physiques et
chimiques du produit chimique testé, ainsi que par la voie d'exposition dominante chez
I'homme. L'étude offre des renseignements sur les effets toxiques de la substance et précise les
organes ciblés ainsi que la possibilité d'accumulation dans ces organes. Une estimation de la
dose sans effet nocif observé peut également étre fournie, ce qui permet de définir les criteres

de sécurité pour l'exposition humaine (INRS, 2018).

1-5. Généralité sur le Foie

Le foie est I'organe humain le plus grand, pesant entre 1,5 et 2 kg chez un adulte. Il est
l'un des organes les plus versatiles et les plus complexes de 'organisme. En effet, il remplit de
multiples fonctions essentielles a la vie. Elles comprennent 1'équilibre glucido-lipidique, la
production d'acides aminés et de protéines sanguines, la sécrétion de bile et le métabolisme de
substances endogénes ou de xénobiotiques. De plus, il constitue le théatre de réactions

immunitaires sophistiquées. Toutes ces fonctions sont régulées de maniére précise, ce qui lui
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permet de s'adapter aux multiples éléments qu'il rencontre, qu'ils soient alimentaires ou non
(Abdel-Misih & Bloomston, 2010).

Le foie est un organe situ¢ dans la partie supérieure droite de la cavit¢ abdominale (Waugh &
Grant, 2006). Il est entour¢ partiellement de péritoine et est enveloppé d’une capsule fibreuse
appelée capsule de Glisson. Cette capsule est creusée en sillon délimitant quatre lobes et est
invaginée sur sa face inférieure pour former le hile hépatique. Le hile est le point d'entrée et
de sortie des vaisseaux sanguins et des nerfs, ainsi que des vaisseaux lymphatiques et des
canaux biliaires (Figure 4). Cet organe se singularise par son double apport sanguin réalisé au
niveau de deux vaisseaux majeurs : la veine porte et I’artére hépatique. Le sang de la veine
apporte des substances issues de I'estomac, des intestins, de la rate et du pancréas, qui seront
modifiées pendant leur passage dans le foie. Le sang de l'artére hépatique apporte
essentiellement 1'oxygene nécessaire a cet organe. Ainsi, le sang approvisionne le foie a partir
de ces deux voies et ne ressort que par la veine sus-hépatique (Figure 5).

Le foie est constitué principalement de deux types de cellules :

les cellules de Kupffer qui appartiennent au revétement endothélial des vaisseaux sanguins et
qui font partie du systéme macrophagique ;

les cellules hépatiques ou hépatocytes qui représentent 1’entité fonctionnelle de 1’organe et qui

assurent les fonctions de régulation métabolique, de synthése, de détoxification et d’excrétion.

Lobe droil Ligamnentfalcitorm

4o Lobe gauche
ViEsicule Biliairs

Artere hépatique
Canal cholédogue

Vaine cave Vieine pofs

Figure 4 : Anatomie et physiologie du foie (Schiinke et a/, 2007).
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Figure 5 : Structure d’un lobule hépatique (Marieb & Hoehn, 2015).

1-5-1. Fonctions du foie
Le foie assure des fonctions essentielles a 1’organisme. Il joue un role dans la

détoxification des toxines de 1’organisme, dans la synthése et la sécrétion de la bile, dans le
métabolisme énergétique et dans les processus de régénération tissulaire. Selon Ward & Daly
(1999), le foie joue un rdle essentiel dans toutes les étapes biochimiques de la croissance, du

systeme immunitaire, du métabolisme et de la reproduction.

1-5-1-1. Détoxification

Le foie joue un rdle essentiel dans la purification des substances toxiques provenant de
l'extérieur et de l'intérieur. Malgré la facilité d'élimination des substances hydrosolubles par les
reins, les substances lipophiles nécessitent une transformation dans les hépatocytes avant d'étre
excrétées (Sendensky & Dufour, 2011). Le foie assure des fonctions de transport et de
métabolisme de substances étrangeres a 1’organisme, comme des pathogeénes. Le foie
métabolise ¢galement les médicaments et autres toxiques comme I’alcool par un ensemble de
réactions enzymatiques pour la biotransformation de molécules initiales insolubles en un ou des
métabolites pouvant tre €éliminés par voie biliaire (Custodio et al., 2008). La production
naturelle d'ammoniaque par le colon lors de la décomposition du contenu digestif est trés
toxique pour le cerveau. La veine porte transporte cette substance au foie, ou elle est

transformée en urée par les hépatocytes, puis éliminée dans les urines (Natesan et al., 2016).
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1-5-1-2. Production de la bile

On retrouve dans la bile de I'eau, des électrolytes, des acides biliaires, du cholestérol, des
phospholipides et de la bilirubine. Elle est fabriquée dans trois zones distinctes : la bile
hépatocytaire, la bile canalaire et la bile vésiculaire. La bile joue un réle crucial dans
I'élimination de divers déchets environnementaux tels que la bilirubine et les médicaments. Elle
est aussi cruciale pour I'assimilation des lipides dans l'intestin et joue un rdle essentiel dans le
maintien de la glycémie. De plus, elle agit comme un moyen de transport des produits
liposolubles jusqu'a I'intestin afin de les éliminer apres leur passage dans le foie (Dooley et al.,
2011).
Les sels biliaires sont fabriqués uniquement dans les hépatocytes a partir du cholestérol en
ajoutant un groupement OH sur le carbone 7 et en éliminant la double liaison (C5-C6). Les
acides biliaires essentiels (acide cholique et acide chénodéoxycholique) sont combinés dans les
hépatocytes avec des acides aminés tels que la glycine ou la taurine, puis ils sont sécrétés
activement dans la bile. Aprés leur passage dans la bile, ces sels sont modifiés au niveau du
colon par les enzymes de la flore bactérienne. Les sels biliaires secondaires (acide
désoxycholique et acide lithocholique) ou tertiaires (acide sulfolithocholique et
ursodésoxycholique) qui en découlent peuvent étre réabsorbés et renvoyés au foie apres avoir
traversé le sang portal (Dooley et al., 2011). Ils sont recueillis par les hépatocytes, combinés
avec des acides aminés, puis libérés dans la bile. La présence de ce cycle entérohépatique
maintient constamment une concentration €levée de sels biliaires dans les intestins. Ces sels
sont indispensables pour la digestion des lipides dans le systéme digestif. Selon Monfort (2016),
ces sels ont aussi un role crucial dans la prévention de la formation de lithiases a partir du

cholestérol dans la vésicule et les voies biliaires.

1-5-1-3. Métabolisme des nutriments

Les glucides sont absorbés dans l'intestin gréle, puis on les retrouve dans le foie par la
veine porte. Leur passage par la membrane sinusoidale se fait par des transporteurs protéiques.
Ces sucres sont introduits dans les hépatocytes ou ils peuvent étre glycogénogénése ou
glycolysés. Il est ¢également responsable de la glycogénolyse et de la néoglucogenese par le
foie.
Le role du foie est également de controler le métabolisme des lipides, la synthése des
triglycérides et la dégradation du cholestérol en acides biliaires. D'aprés Bechmann et al.,
(2012), le foie est également responsable de la production de lipoprotéines comme les LDL et

les HDL.
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1-5-1-4. Régénération du foie

Le foie est réputé pour la reconstruction des parties qui lui ont été enlevées. Pour une
hépatectomie majeure, il est envisageable de conserver jusqu'a 80 % de la fonction hépatique.
Il semble indispensable de stimuler les cellules de Kupffer pour garantir une activité
régénérative optimale du foie, sans doute en raison de la libération de TNFa et d'IL-6 (Taub et
al., 2003). Ces cytokines ont un impact sur la prolifération des hépatocytes, au moins en partie,
en stimulant la transcription a travers des facteurs tels que NF-kB et STAT-3. D'apres Abbas et
al., (2012), il est envisageable d'attirer les macrophages non-résidents en utilisant divers
médiateurs chimiques, comme les protéines chimiotactiques générées apres les 1ésions des
hépatocytes. Selon Hogaboam et al., (1999), d'autres chimiokines comme I'I[L-8, la CXCL2 et

la CXCLS5 pourraient également jouer un rdle dans la prolifération des hépatocytes.

1-6. Hépatites

Les hépatites sont définies par les inflammations du parenchyme hépatique (Jean-P.,
2008). Elle est définie histologiquement par I’existence de 1ésions hépatiques associant une
nécrose hépatocytaire et un infiltrat inflammatoire, (Guilford et al., 1996 ; Rutgers & Biourge,
2006). Les hépatites chroniques actives peuvent évoluer vers la cirrhose. Les cirrthoses dues
aux hépatites chroniques virales représentent un risque majeur de survenue d’un carcinome

hépato-cellulaire

1-6-1. Différents types d’hépatites
1-6-1-1. Hépatites virales

La définition biologique de I'hépatite virale chronique se caractérise par la persistance
d'une augmentation du taux des transaminases pendant plus de 6 mois apres une hépatite virale
saisonniere. Le diagnostic précoce des hépatites virales chroniques est important dans 1’issue
du traitement. Le diagnostic d’hépatite chronique virale est suspecté sur la constatation d’une
sérologie virale positive associée a une ¢lévation prolongée du taux des transaminases. Le
diagnostic ne peut étre confirmé que par la biopsie hépatique qui doit étre systématique devant
une ¢lévation des transaminases persistant plus de 6 mois, associée a un marqueur viral de
réplication. Les causes les plus connues de 1’hépatite chronique humaine sont les causes virales,
en particulier les hépatites B et C (Watson, 2004).
Une hépatite virale aigué est une maladie hépatique causée par l'infection par I'un des 5 virus
des hépatites. En général, l'inflammation commence brusquement et ne dure que quelques

semaines (Anna E, 2018).
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Les hépatites virales sont définies comme une souffrance hépatocellulaire due essentiellement
a cinq virus hépatotropes (Bréchot et al., 1981).

Les virus jouent un rdle essentiel dans les infections, les virus de 1'hépatite A, 1’hépatite B,
I’hépatite C, I’hépatite D, ainsi que le virus de ’hépatite E sont concernés. En général les
hépatites A et E sont causées par I’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés. Les hépatites B,
C et D surviennent habituellement aprés un contact parentéral avec des liquides biologiques
contaminés. Les infections causées par les hépatites B et C peuvent devenir chroniques et
entrainer une cirrhose du foie ou un cancer primitif du foie. On estime que 1,4 million de

personnes décédent chaque année des différentes formes des hépatites (OMS, 2013).

1-6-1-1-1. Virus de ’hépatite A

L'hépatite aigu€ est souvent causée par une infection par le VHA. Elle se propage par
voie féco-orale, généralement par l'eau contaminée. Il y a une importante réserve dans les pays
en développement. L'hépatite A se manifeste généralement pendant I'enfance ou chez les jeunes
adultes. Il arrive parfois que des épidémies se produisent dans des communautés. La population
des pays développés est moins exposée au virus en raison de I'amélioration de I'hygiéne. Les

relations sexuelles entre hommes favorisent également le risque d’infection par le VHA

(Elsevier-M, 2015).

1-6-1-1-1-1. Caractéristique de I’hépatite virale A

Le virus de 1'hépatite A fait partie des picornavirus, eux-mémes inclus parmi les
entérovirus. Il s'agit d'un virus non enveloppé, détruit par le chauffage (autoclavage 20 min a
120°C). Il résiste a moins 20°C pendant 1 an. C’est un virus &8 ARN qui n’est pas directement
cytopathogene pour le foie ; les 1ésions histologiques hépatiques semblent étre dues a la réponse
immunitaire cellulaire (lymphocytes T cytotoxiques) vis-a-vis des cellules hépatiques infectées

(Gimenez et al., 2000).

1-6-1-1-1-2. Identification du virus de ’hépatite A

Bien que le virus soit excrété dans les selles seulement a la fin de la période d’incubation,
le diagnostic précis peut étre fait avant cette date par la détection dans le sang des anticorps
IgM spécifiques du virus de 1’hépatite A (Tableau I). Les anticorps IgM sont présents dans le
sang seulement a la suite de I’infection aigué par le virus de I’hépatite A. Il est décelable une a
deux semaines apres I’infection initiale et persiste jusqu’a 14 semaines. La présence d’anticorps

IgG dans le sang signifie que la phase aigué€ de la maladie est terminée et que la personne est a
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’abri d’une nouvelle infection. Les anticorps IgG contre le VHA sont également retrouvés dans
le sang apres vaccination et les tests d’immunité contre le virus sont fondés sur la détection et
le dosage de cet anticorps (Stapledon., 1995).

Pendant la phase aigué de I’infection, les enzymes hépatiques dont 1’alanine aminotransférase
(ALAT) sont présents dans le sang a des niveaux beaucoup plus élevés que la normale. Les
enzymes proviennent des cellules hépatiques qui ont été endommagées par le virus (Musana et

al., 2004).

Tableau I : Evolution sérologique des marqueurs du VHA au cours d’hépatite A (Doumbia,

M., 2005)

IgM anti VHA  IgG anti VHA

- - Sujet non immunisé contre 1’hépatite A

+ + Phase aigué€ de I’hépatite A (sujet infect¢)

- + Phase de guérison Sujet immunisé

1-6-1-1-1-3. Prévention de I’hépatite virale A

Un meilleur assainissement, la sécurité sanitaire des aliments et la vaccination sont les
moyens les plus efficaces de combattre la maladie. On peut limiter la propagation de I’hépatite
A par les moyens suivants :
- Un approvisionnement suffisant en eau potable ;
- L’élimination des eaux usées dans de bonnes conditions au sein des communautés ;
- Une bonne hygiéne personnelle, notamment le fait de se laver réguliérement les mains avec
de I’eau propre.
La vaccination contre 1’hépatite A doit faire partie d’un plan complet de lutte contre cette

maladie (Doumbia, M., 2005)

1-6-1-1-1-4. Traitement
I n’y a pas de traitement spécifique de I’hépatite A aigué. On doit recommander :
- le repos ;
- ¢éviter I’alcool et tous les médicaments non indispensables jusqu’a la guérison. Aucun régime

alimentaire n’a fait la preuve d’une quelconque efficacité (Jean-P., 2008).
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1-6-1-1-2. Virus de 1'hépatite B

L'hépatite B est I'un des problémes majeurs de santé a 1'échelle mondiale. Environ 2
milliards d’individus (représentant un tiers de la population mondiale) présentent des signes
sérologiques qui indiquent une infection résolue ou non par le virus de I'hépatite B (VHB).
Environ 350 millions de personnes souffrent d'une infection chronique par le VHB. L'hépatite
B est associée a un risque accru de cirrhose (25%) et a des complications telles que l'insuffisance
hépatique terminale ou le carcinome hépato-cellulaire, qui entrainent plus d'un million de déces
par an a travers le monde. Le VHB est responsable de 75 % des carcinomes hépato-cellulaires
dans le monde. Le VHB entraine parfois des manifestations extra hépatiques comme des
atteintes cutanées, une périartérite noueuse ou une glomérulonéphrite.
On distingue quatre principales fagons de contaminer le VHB :
* la transmission périnatale ; il s'agit du principal moyen de contamination dans les régions ou
la prévalence est élevée (séroprévalence supérieure a 8 %). Orient méridional, Afrique
subsaharienne, Chine et Amazonie). Il s’agit soit d’une transmission verticale de la mere a
I’enfant lors de I’accouchement ou transplacentaire lorsque les femmes enceintes ont un haut
niveau de réplication du VHB, soit d’une transmission horizontale périnatale entre enfants
lorsque ceux-ci sont élevés ensemble ;
* la transmission sexuelle ;
* les contacts avec le sang ou des substances provenant du sang lors de procédures médicales
(transfusion sanguine, chirurgie, hémodialyse, interventions invasives, acupuncture, soins
dentaires, utilisation de matériel recyclé dans les pays en développement) ou de toxicomanie
intraveineuse (échange de seringues), ou de tatouage ou de piercing (défaut de stérilisation du
matériel) par exemple.
* les échanges au sein de la famille ou de la communauté. Le partage d'objets de toilette ou les

l1ésions cutanées sont les moyens les plus courants de transmission (Elsevier-M., 2015).

1-6-1-1-2-1. Caractéristique du virus de I’hépatite B

Le virus de I'hépatite B appartient a la famille des Hépadnaviride. La particule virale ou
particule de Dane est composée d'une enveloppe lipoprotéique portant 'antigéne HBs et d'une
nucléocapside centrale ou core qui renferme I'"ADN viral et ' ADN polymérase. C’est donc un
virus a ADN dont le génome comporte 4 génes S, C, P et X. Le géne S code pour 3 protéines
qui portent I’antigénicité HBs. La région P code pour I’enzyme ADN-polymérase nécessaire a
la réplication virale. Les produits du gene X semblent posséder des propriétés transactivatrices

sur le génome viral et avoir un potentiel oncogénique qui interviendrait dans la genése du
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carcinome hépato-cellulaire (CHC). La région C code pour un polypeptide porteur de deux
déterminants antigéniques HBc et HBe. L’antigéne HBe est détecté dans le sérum lors de la
multiplication virale. L importance de la multiplication virale avant traitement est un facteur
important de réponse au traitement. Le meilleur marqueur de la multiplication virale est la

détection de I’ADN viral dans le sérum (Gimenez et al., 2000).

1-6-1-1-2-2. Diagnostique de I’Hépatite virale B

Sur le plan clinique, I'hépatite B ne peut étre distinguée des hépatites causées par d'autres
agents viraux, et il est donc nécessaire de confirmer le diagnostic en laboratoire.
Différents tests sanguins peuvent étre utilisés pour le diagnostic et la surveillance des patients
atteints d'hépatite B. Ils peuvent ¢galement étre utilisés afin de distinguer les infections aigués
des infections persistantes. La détection des antigénes de surface (AgHBs) de 1'hépatite B est
essentielle pour diagnostiquer l'infection par le virus de 1'hépatite B en laboratoire. Un test
positif pour les antigeénes de surface de I’hépatite B indique que le sujet présente une infection
active (aigu€ ou chronique). L’OMS recommande de rechercher ce marqueur dans tous dons de
sang pour éviter la transmission de 1’hépatite B aux receveurs de transfusions. On observe
l'infection aigué par le VHB par la présence de 1'antigene HBs et de 1'immunoglobine (IgM)
dirigée contre I'antigéne de la nucléocapside (anticorps anti-HBc) (Tableau II). A I'origine de
l'infection, les patients sont aussi positifs a I'antigéne HBe. Dans la plupart des cas, cet antigéne
est un indicateur de réplication virale a grande échelle. La présence de cette marque suggere
que le sang et les liquides corporels de l'individu infecté présentent une forte infection.
L'infection chronique est marquée par la présence de I'antigéne HBs pendant une période d'au
moins 6 mois. L'antigéne HBs persiste comme le principal indicateur du risque de développer
une maladie chronique du foie et, plus tard, un carcinome hépatocellulaire.

Tableau II : Sérologie de I’hépatite B (Jean-P., 2008).

AgHBs Ac anti HBs IgG anti HBc IgM anti HBc  Ag HBe Ac anti HBe ADN

Hépatite  + - + + + - +
aigué

Hépatite + - + - +/- +/- +
Chronique

Hépatite - + + - - +/- -
Guérie

Vacciné - + - - - - -

Légende : (-) : effet négative ; (+) : effet positif
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1-6-1-1-2-3. Prévention de I’hépatite virale B

Le vaccin contre ’hépatite B a fait la preuve historiquement d’une innocuité et d’une
efficacité remarquables. En adoptant des méthodes d'injection sécurisées, en éliminant les
injections superflues ou dangereuses, il est possible de prévenir efficacement la propagation du
VHB. La fréquence des injections a risque a été ramenée de 39 % en 2000 a 5 % en 2010 a
I’échelle mondiale. En outre, des pratiques sexuelles a moindre risque consistant notamment a
limiter le nombre de partenaire et a utiliser des mesures de protection mécaniques (préservatif),

protégent aussi de la transmission (OMS, 2018).

1-6-1-1-2-4. Traitement

Le traitement de I'hépatite B aigiie n'est pas spécifique. L'objectif des soins prodigués
est de maintenir le bien-&tre du patient et 1'équilibre nutritionnel. On peut utiliser des
médicaments antiviraux oraux pour traiter I'hépatite B chronique afin de ralentir la progression
de la cirrhose, les complications et améliorer la survie a long terme. Selon I'OMS, les
traitements par voie orale tels que le ténofovir ou I'entécavir sont les plus efficaces pour éliminer
le virus de I'hépatite B. Comparés a d'autres médicaments, ils entrainent rarement une résistance
a la prescription, sont faciles a prendre (un comprimé par jour) et n'ont que peu d'effets
secondaires, ce qui signifie qu'ils nécessitent un suivi limit¢ (OMS, 2017). Le vaccin anti-
hépatite B joue un rdle essentiel dans la prévention de cette maladie. Selon 'OMS (2017), il est
recommandé de donner ce vaccin a tous les bébés des que possible apres leur naissance, et de
préférence dans les 24 heures qui suivent. Les marqueurs peuvent étre suivis dans le cas de

I'hépatite aigiie, chronique et jusqu'a la guérison du patient.

1-6-1-1-3. Virus de I’hépatite C

Le virus de I’hépatite C est strictement humain. Selon les estimations, environ 3 % de la
population mondiale est atteinte d'une infection chronique par le VHC. En France, il y aurait
environ 150 000 000 individus qui souffrent du VHC. La progression silencieuse de la maladie
et la fréquence élevée de 1'évolution vers la chronicité expliquent la présence d'un grand stock
de personnes infectées.
Le mode de contamination est principalement parentéral. Les facteurs de risque sont les
transfusions avant 1992, la consommation de drogue par voie intraveineuse ou par voie nasale,
les antécédents de tatouage ou d’acupuncture, les antécédents de soins hospitaliers « lourds »
(dialyse, transplantation...), les personnes exposées au sang, le fait d’avoir un proche porteur

du VHC, les rapports sexuels sanglants, 1’utilisation de matériel médical recyclable (principal
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mode de contamination dans les pays du Sud). L hépatite chronique C évolue vers la cirrhose
dans 20 % des cas en 20 ans ; I’incidence du carcinome hépato-cellulaire est de 1’ordre de 13
% tous les ans au stade de cirrhose. La probabilité de survie apres une premiere décompensation

est de ’ordre de 50 % a 5 ans (Elsevier-M., 2015).

1-6-1-1-3-1. Caractéristique du virus de I’hépatite C

Le virus de I’hépatite C s'apparente aux pestivirus animaux et est proche de la famille des
Flaviviridee humains. Le virus dont la taille est de 50 a 60 nm de diametre est constitué d'une
enveloppe lipidique et d’un ARN monocaténaire de 10 000 nucléotides avec un cadre de lecture
unique. La grande variabilité du génome du VHC a conduit au concept de génotypes du virus.
Six génotypes différents apparaissent selon le degré d’homologie de leur ARN. La grande
variabilité du VHC pourrait lui permettre d’échapper a la réponse immunitaire et ainsi favoriser
le passage a la chronicité de I’infection et sa résistance au traitement. Il existe également des
différences géographiques de répartition des génotypes du virus de 1I’hépatite C. D’autre part
chez un méme malade, différentes populations virales peuvent coexister mais, en général, un
génotype est dominant. Cette hétérogénéité génétique chez un méme individu a conduit a la
notion de quasi-especes. En France, les génotypes les plus fréquents sont les types 1, 2 et 3

(Gimenez et al., 2000).

1-6-1-1-3-2. Diagnostique de I’hépatite virale C

Les étapes du diagnostic de l'infection par le virus de I'hépatite C sont les suivantes :
-un test sérologique permet de détecter les anticorps de I'hépatite C afin d'identifier les individus
infectés par le virus ;
-si le test est positif, il est nécessaire de réaliser un test d'amplification de 1'acide ribonucléique
(ARN) du VHC afin de confirmer I'infection persistante.
Effectivement, 30 % des personnes infectées par le VHC se traitent spontanément de I'infection
grace a une réponse immunitaire puissante, sans avoir besoin de traitement. Malgré 1'absence

d'infection, ces individus restent positifs aux tests d'anticorps anti-VHC.

1-6-1-1-4. Virus de I’hépatite D
La recherche de 1'hépatite D est toujours nécessaire dans le bilan initial chez les patients
atteints du VHB. La vaccination contre le VHB a réduit la prévalence de 1'hépatite D. Le virus

de I'hépatite D est relativement répandu dans le bassin méditerranéen, en Europe de 1'Est, dans
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certains pays d'Afrique noire et d'Amérique au Sud. En France, il est fréquent que les utilisateurs

de drogues intraveineuses soient infectés par le VHD (Elsevier-M., 2015).

1-6-1-1-4-1. Diagnostique de I’hépatite virale D

La présence d'immunoglobulines G (IgG) et d'immunoglobulines M (IgM) anti-VHD
est diagnostiquée pour l'infection par le VHD. La détection de 'ARN du VHD dans le sang
confirme le diagnostic. Cependant, les diagnostics du VHD ne sont pas facilement accessibles
et les essais sur I'ARN de ce virus ne sont pas standardisés, mais sont utilisés pour controler la
réaction au traitement antiviral. Le titrage de I’antigéne de surface de I’hépatite B (AgHBs) est
utile pour contrdler la réponse au traitement lorsque le dosage quantitatif de ’ARN du VHD

n’est pas disponible.

1-6-1-1-4-2. Prévention

La lutte contre l'infection par le VHD implique la prévention de la transmission du VHB
en adoptant des mesures telles que la vaccination contre I'hépatite B, la sécurité
transfusionnelle, la sécurité des injections et des services de réduction des effets néfastes.
D'autre part, la vaccination contre I'hépatite B n'assure aucune immunité contre le VHD chez

les personnes déja infectées par le virus.

1-6-1-1-4-3. Traitement

Les lignes directrices actuelles recommandent en général I’interféron alpha pégylé
pendant au moins 48 semaines. Les taux moyens de réponse virologique durable sont faibles,
mais ce traitement est un facteur indépendant s’associant a une faible probabilité d’évolution
de la maladie. On pourra envisager une transplantation hépatique dans les cas d’hépatite
fulminante ou d’affection hépatique au stade terminal. Il faut de nouveaux principes actifs et

stratégies thérapeutiques.

1-6-1-1-5. Virus de I’hépatite E

Le VHE est excrété dans les selles. Il est transmis par voie féco-orale, habituellement par
I’eau contaminée dans les pays en voie de développement. Il est transmis principalement par
ingestion de viande contaminée (zoonose) dans les pays industrialisés. Le virus peut étre présent
dans l'environnement pendant les périodes non épidémiques, chez les personnes porteuses
asymptomatiques du virus et/ou chez les animaux infectés par le VHE (tels que les élevages de

porcs, de sangliers, de cervidés...). L'hépatite E est un virus qui provoque des hépatites aigués
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épidémiques ou sporadiques et d’hépatite chronique chez les immunodéprimés (Elsevier-M.,

2015).

1-6-1-1-5-1. Caractéristiques virologiques de I’hépatite E

Le virus de I'hépatite E fait partie de la famille des Calciviride ou Togaviride. Il s'agit
d'un virus sphérique, ne présentant pas d'enveloppe, dont la taille est comprise entre 32 et 34
nm. Le génome contient un ARN simple brin avec 7194 nucléotides. Le virus n'agit pas par un
mécanisme cytopathogeéne et les 1ésions hépatiques sont probablement liées a la réponse
immunitaire de I’hote.
Les particules virales, avec une morphologie de Calcivirus, ont été mises en évidence en
microscopie électronique dans les selles des malades. En France, les rares cas observés
concernent habituellement des voyageurs revenant d’un pays d’endémie (Molinie & Bronstein.,

1998).

1-6-1-1-5-2. Diagnostique de I’hépatite virale E
Le diagnostic final de I'hépatite E repose généralement sur la présence d'anticorps IgM
spécifiques dans le sang d'une personne, ce qui est généralement suffisant dans les régions ou

cette maladie est fréquente.

1-6-1-1-5-3. Prévention

e Au niveau de la population, on peut réduire la transmission du VHE et le nombre des cas
d’hépatite E en : maintenant des normes de qualité pour les approvisionnements publics en eau ;
mettant en place les systémes d’élimination adéquats des selles.

e Au niveau individuel, le risque infectieux peut étre réduit en respectant des pratiques
d’hygiéne telles que : le lavage des mains avec de I’eau propre en particulier avant de manipuler
en limitant la consommation d'eau et de glace de qualité inconnue, il est important de respecter

les régles d'hygiéne de I'OMS pour garantir la sécurité sanitaire des aliments.

1-6-1-1-5-4. Traitement

Le traitement de I'hépatite E aigué€ n'est pas spécifique et ne peut pas ralentir I'évolution.
Etant donné que la maladie se régresse généralement par elle-méme, 'hospitalisation n'est pas
nécessaire le plus souvent. Néanmoins, elle est nécessaire dans les cas d'hépatite fulminante et

doit étre prise en compte pour les femmes enceintes qui présentent des signes de maladie. Un
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médicament antiviral, la ribavirine, est bénéfique pour les patients immunodéprimés souffrant

d'hépatite E chronique.

1-6-1-2. Hépatites non virales

La principale cause des hépatites non virales est l'ingestion de substances toxiques pour
le foie (alcool, produits chimiques toxiques, etc.). Elles peuvent également résulter de maladies
qui affectent le foie, telles que la stéatose hépatique (foie gras) et I'hépatite auto-immune (une

hépatite inflammatoire chronique, caractérisée par la production d'auto-anticorps).

1-6-1-3. Hépatite chronique due a ’inflammation
La réponse du tissu hépatique face a une agression fait intervenir des phénomenes

d’immunité. L’agression initiale des hépatocytes entraine la production de cytokines et de
médiateurs pro-inflammatoires qui activent les cellules inflammatoires, notamment les cellules
de Kupffer et les neutrophiles. (Twedt, 2001).
Des mécanismes immuns peuvent se développer secondairement a une 1ésion hépatique ou étre
directement a 1’origine des lésions, entrainant la libération d’antigénes hépatiques et la
formation d’anticorps (Rutgers & Biourge, 2006).

Ainsi, a partir d’une 1ésion initiale, différents mécanismes pathogéniques, notamment a
médiation immune, s’associent pour entretenir I’inflammation (Boisclair et al., 2001 ; Center,

1999).

1-6-1-4. Hépatite chronique due a la fibrose

La fibrose hépatique est caractérisée par une accumulation excessive de collagene,
constituant majeur de la matrice extracellulaire hépatique, ainsi que d’autres composés tels que
les protéoglycanes, 1’¢lastine et les glycoprotéines. Elle apparait généralement comme une
conséquence de I’inflammation dans les hépatites chroniques et des dégats hépatiques dus en
partie a la production incontrdlée de radicaux libres (Poli & Parol, 1997 ; Center, 1999).

La fibrose aboutit éventuellement a la cirrhose, un état extréme et irréversible, caractérisé
par une fibrose lobulaire diffuse et le remplacement de 1’architecture hépatique normale par des
nodules structurellement et fonctionnellement anormaux, ce qui détruit la structure et diminue
la capacité fonctionnelle du foie (De Novo, 2006).

Les agents agresseurs orchestrent la mort des hépatocytes et engendrent une réaction
inflammatoire, ce qui entraine une inflammation du foie, une hépatite aigiie. Si ces agents sont

totalement éliminés, il v a une régénération du foie avec un retour a 1’état normal. Mais s’ils
> 1y
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persistent, il survient une hépatite chronique avec la formation d’une cirrhose qui a terme

entraine une insuffisance hépatocellulaire.

Figure 6 : Cirrhose atropho-hypertrophique mixte.

1-6-2. Traitements conventionnels des hépatites

Les molécules synthétiques sont utilisées dans le traitement des affections hépatiques.
Cependant, de nombreuses études ont montré 1’absence d’effets bénéfiques voire leur toxicité
(Largeron et al., 1999 ; Gournay & Richou, 2002). En effet, ces molécules provoquent des effets
secondaires potentiellement graves, ce qui complique le traitement et accroit la souffrance des
malades. Ainsi, a cause de leurs effets indésirables, la plupart d’entre elles ont été €¢liminées du
marché. Certains vitamines et oligoéléments qui ont un role antioxydant peuvent étre utilisés
contre le stress oxydant lors des pathologies hépatiques (Flatland, 2003). Parmi ces
antioxydants, on peut citer :
-La vitamine E pour laquelle des études réalisées in vitro et chez I’homme ont démontré le
role important dans la diminution des dommages oxydatifs dans de nombreuses affections
hépatiques (Andreone et al., 2001) ;
-Les B-caroténes qui diminuent la susceptibilité des lipoprotéines a I’oxydation, et améliorent
le taux de glutathion et I’activité des glutathion peroxydases ;
-Le zinc et le sélénium qui font augmenter ’activité des enzymes antioxydantes et le taux de

glutathion dans le foie.

1-6-3. Utilisation des plantes

Les plantes ont longtemps ¢été utilisées dans le traitement traditionnel des maladies du foie.

Elles constituent une alternative pour la recherche de nouvelles substances hépatoprotectrices
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avec effets antioxydants pour remplacer les molécules synthétiques. Des études faites sur un
certain nombre de plantes médicinales ont révélé leur effet hépatoprotecteur accompagné de
leur potentiel antioxydant, ce qui donne plus d’espoir pour prévenir et/ou guérir les affections

hépatiques (Sangaré et al., 2012).

1-7. Substances hépatotoxiques

Un grand nombre de substances chimiques ou médicamenteuses exercent un effet toxique
sur le foie. Lors du passage du médicament dans le foie, le produit peut avoir son activité
augmentée ou bien I’utilisation abusive de médicament peut induire une dégradation (Liozon,
2010). Les plus couramment utilisées dans 1’évaluation des propriétés hépatotoxicités des
médicaments sont le tétrachlorure de carbone, le paracétamol, 1’éthanol, I’isoniazide, la
rifampicine, la D-galactosamine etc. En effet, d’autres médicaments comme les antidépresseurs
et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) peuvent aussi déclencher une insuffisance

hépatique aigiie par un mécanisme immuno-allergique (Clément ef al., 2010).

1-7-1. Paracétamol

Le paracétamol ou acétaminophéne est métabolisé, majoritairement au niveau hépatique,
en dérivés glucuro et sulfoconjugués via des glucuronyltransférases et des sulfotransférases. Il
est présenté sous diverses formulations : comprimés, capsules, suspensions, suppositoires
rectaux, et pour utilisation intraveineuse a la fois comme médicament a ingrédient unique ou
combiné, a libération immédiate ou prolongée (Bunchorntavakul & Reddy, 2018). Seule une
faible fraction est transformée par le cytochrome P450 en une quinone imine trés réactive.
Celle-ci est normalement complexée au glutathion qui la détoxifie et facilite son €élimination.
Cependant, en cas de surdosage en paracétamol, la quantité¢ de quinone imine formée devient
importante, ce qui conduit a un épuisement du stock de glutathion. D¢s lors, ce métabolite se
lie a certains constituants des hépatocytes et une cytolyse hépatique débute aussitot (James et

al., 2003 ; Jaeschke & Bajt, 2006).

1-7-2. Tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone (CCl4) est un liquide incolore, inflammable et volatil, avec
une odeur distincte. Au 19¢me siccle, il a été utilisé comme anesthésique. Dans les 25 premicres
années du 20éme siecle sa toxicité était fermement établie (Pan et al, 2007). Par ailleurs, le
CCl4 a démontré son utilité en tant que modele expérimental pour I'é¢tude des 1ésions hépatiques

chez l'homme (Li et al, 2016). Il est couramment utilis¢é pour le criblage de l'activité
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antihépatotoxique/hépatoprotectrice des médicaments et des agents hépatoprotecteurs
(Pavanato et al, 2007, Fu et al, 2010). Ce modele expérimental a été appliqué dans le monde
entier dans plus de 50 000 études jusqu'a présent (Scholten et al, 2015). En principe,
I'administration du CCl4 chez les rongeurs en laboratoire peut étre par injection, inhalation ou
gavage. La majorité des chercheurs préférent 1'application par injection (IP) pour raisons de

bonne espérance de vie, de performance et de sécurité (Scholten et al, 2015).

1-7- 3. Ethanol

L’éthanol est oxyd¢ au niveau du foie, en acétaldéhyde puis en acétate, selon différentes
voies enzymatiques. Lors d’une alcoolisation chronique ou en cas d’intoxication aigué a
I’alcool, il y induction du cytochrome P450 2EI1, favorisant ainsi la production intense de
radicaux libres. Ces especes réactives se lient aux lipides membranaires et engendrent une
réaction en chaine qui altére I’architecture des membranes hépatocytaires (Paille et al., 1993).
L’acétaldéhyde semble aussi jouer un réle dans la pathogénie de 1I’atteinte hépatique d’origine

¢thylique par son action directe sur les hépatocytes.

1-7-4. Isoniazide

La toxicité hépatique de ’isoniazide, indépendante de son taux sanguin, est due a sa
conversion en acétyhydrazine puis en N-hydroxy-acétylhyrazine par le cytochrome P450. Ce
métabolite toxique et instable se fixe irréversiblement sur les protéines hépatiques, les
empéchant d’exercer leur fonction et provoquant ainsi une nécrose des hépatocytes (Biour et
al., 1998).
1-7-5. Rifampicine

L’hépatotoxicité induite par la rifampicine est directe. Elle provoque une augmentation

des parametres biochimiques tels que les transaminases, la phosphatase alcaline, la bilirubine

directe, avec apparition d’icteére (Biour ef al., 1998).

1-7-6. D-galactosamine
Elle altére la syntheése de I’ARN et inhibe ainsi la synthése protéique en induisant une

nécrose en traitement aigué (Kiso et al., 1983).

1-7-7. Antidote : N-acétylcystéine
Il est possible d'éviter ou de réduire 1'hépatotoxicité causée par un surdosage de

paracétamol en administrant du NAC. Il est important de noter que les individus qui se sont
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guéris de l'hépatotoxicité causée par le paracétamol retrouvent habituellement une santé
normale, sans aucun signe de 1ésion hépatique persistante. Pendant plusieurs décennies, le NAC
a ¢t¢ employé comme l'antidote privilégié pour traiter I'hépatotoxicité¢ du paracétamol. Des
¢tudes cliniques concretes démontrent que le NAC, a la fois par voie orale et intraveineuse, peut

¢galement prévenir I'hépatotoxicité (Polson ef al., 2005 ; Megarbane et al., 2006).
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Materiel et méthodes

2-Matériel et Méthodes
2-1. Matériel
2-1-1. Matériel biologique
2-1-1-1. Matériel végétal

Le matériel végétal est une décoction de plantes médicinales, buvable avec une coloration
brunatre contenu dans une bouteille portant le numéro du lot (212). Aussi le numéro du
tradipraticien au Programme National de la Promotion de la Médecine Traditionelle (2084). 11

est utilisé pour soigner des affections hépatiques chez les patients. (Figure 7)

Figure 7 : Médicament Traditionnel Amélioré nommé « ABRAHAM »

2-1-1-2. Matériel animal

Les rats de l'espece Rattus norvegicus de la souche Wistar (Figure 8) et d'une masse
compris entre 100 et 200 g ont été employés pour cette étude. Les rats ont été fournis par
I’animalerie de UFR Biosciences de 1'Université Félix Houphouét Boigny d'Abidjan Cocody,

un total de cinquante-un rats (51).
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Figure 8 : Rat albinos blanc (Rattus norvegicus) de souche Wistar

2-1-1-3. Matériel de laboratoire

Les tubes EDTA et les tubes secs, la balance électrique de précision OhausTM, une seringue
a sonde, les dépots de solvants sur la plaque chromatographique, une pipette Pasteur, un
spectrophotometre  semi-automatique URIT-2900, un automate URIT-2900 et une
centrifugeuse LEMFIELD model 80.2.

2-1-2. Produits chimiques et consommables

L’éther Cooper et le paracétamol (Doliprane® (SANOFI)), N-acétylcystéine, un kit
Créatinine / Alkaline picrate (BIOLABO), un kit Cholestérol oxidase /peroxidase, I’enzyme
colorimétrique, un kit AST/TGO IFCC (BIOLABO) et un kit ALT/TGP IFCC (BIOLABO)
Une solution alcoolique de chlorure ferrique a 2 %, l'acétate de sodium, le trichlorure de fer

(FeCl3), I'ammoniaque, le HCI et le réactif de Dragendorff.

2-2. Méthodes
2-2-1. Criblage Phytochimique
Les divers groupes chimiques présents dans la solution du MTA ont été caractérisés en

utilisant les méthodes mentionnées.
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2-2-1-1. Recherche des stérols et les polyterpénes
Principe :

L’apport de ’anhydride acétique acidifie ’homogénat de 1’extrait végétal. Les stérols et
les terpenes sont mis en évidence par 1’addition de 1’acide sulfurique. L’apparition d’un anneau
pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction positive. La lecture est faite
comparativement a un essai témoin avec le cholestérol ou le sitostérol.

La réaction de Liebermann a été utilisée pour chercher les stérols et les polyterpénes. Ainsi
5 mL de MTA ont été évaporés dans un bain de sable. Le résidu a été dissout a chaud dans 1
mL d'anhydride acétique et 0,5 mL d'acide sulfurique concentré a été ajouté a cette solution.
L'apparition d'un anneau pourpre ou violet a l'interphase, qui se transforme ensuite en bleu puis

en vert, a révélé une bonne réaction.

2-2-1-2. Recherche des polyphénols
Principe :

La colorimétrie des phénols met a profit la formation de précipité coloré avec une solution
de chlorure ferrique (FeCl3). L apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte, indique la
présence de composés polyphénoliques. L’appréciation de cette coloration est faite par rapport
a un essai témoin qui est une solution de phénol.

La recherche des polyphénols a été effectuée en utilisant le chlorure ferrique (FeCl3). A
2mL de MTA, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique 10 % a été ajouté.
L'apparition d'une teinte bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée indique la présence de

polyphénols (Bekro et al., 2007).

2-2-1-3. Recherche des flavonoides
Principe :
Les flavonoides sont caractérisés par la réaction a la cyanidrine dont le principe est que les
hétérosides flavoniques en solution alcoolique et en présence d’hydrogéne naissant donnent des
dérivés diversement colorés en fonction de la structure chimique du flavonoide. Ainsi,
Les flavones vont donner une coloration orange ;
Les flavonols donnent une coloration rouge ;
Les flavonones sont mises en evidence par une coloration rouge-violacée.

La réaction a la cyanidine a été utilisée pour rechercher les flavonoides. Ainsi 2 mL de
MTA ont été évaporé au résidu, 5 mL d'alcool chlorhydrique doublement dilué ont été ajoutés.

Une libération de chaleur, suivie d'une coloration rose-orangé ou violette observée apres ajout
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de 2 a 3 copeaux de magnésium. Puis 3 gouttes d'alcool isoamylique y ont été ajouté. La

coloration s'est intensifiée, confirme ainsi la présence de flavonoides.

2-2-1-4. Recherche des tanins
Principe :

En outre, en solution aqueuse, les tanins sont précipités par les sels de métaux lourds (Cu,
Zn, Sn, Pb, Hg). La réaction au formol chlorhydrique (réactif de STIASNY) nous permet de
distinguer les tanins cathéchiques des tanins galliques par saturation a 1’acétate de sodium. Les
tanins galliques qui sont sous forme d’hétérosides hydrolysables sont hydrolysés apres addition
d’acétate de sodium. L’addition de quelques gouttes de perchlorure de fer, va donner une
coloration spécifique aux polyphénols indiquant la présence des tanins galliques.

Le réactif de Stiasny a été utilisé pour rechercher les tanins catéchiques. A la suite d’une
¢vaporation a sec de 5 mL du MTA et 15 mL du réactif de Stiasny ont été ajouté au résidu. Le
mélange est porté au bain-marie a la température de 80 °C pendant 30 minutes. Les tanins
catéchiques ont été caractérisés par I'observation une partie de la solution précédente est utilisée
pour la mise en evidence des tanins galliques. Elle a été filtrée et S mL de l'acétate de sodium
a été ajouté au filtrat, puis 3 gouttes de FeCl3 ont révélés une teinte bleu-noir intense, indiquant

la présence de tanins galliques.

2-2-1-5. Recherche des quinones libres ou combinées
Principe :

La caractérisation des quinones est fondée sur le fait qu’ils donnent sous 1’action d’une
lessive alcaline ajoutée en faible quantité (ammoniaque, soude, eau de chaux) une coloration
rouge cerise.

Le réactif de Bornstraégen a été utilisé pour la recherche de substances quinoniques.
Ainsi 2 mL de MTA ont été évaporés a sec. Le residu a été mélangé avec 5 mL d'acide
chlorhydrique a I'échelle de 1/5 est mis au bain-marie pendant 30 minutes. Apres refroidi, il a
été extrait par 20 ml de chloroforme. Puis la solution chloroformique a été diluée deux fois (0,5
mL) avec de I'ammoniaque. Le signe de la présence de quinones était une teinte rouge ou

violette (Bekro et al., 2007).
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2-2-1-6. Recherche des alcaloides
Principe :

Les alcaloides sont caractérisés par le fait qu’ils ont la propriété de se combiner avec les
métaux lourds (bismuth, iode, mercure, tungsténe...) et de précipiter sous forme de sels. Ainsi
les métaux lourds utilisés dans les réactifs servant pour leur détermination sont :

- Réactif de Bouchardat (Iode) qui entraine la formation de précipité brunatre ;
- Réactif de Dragendorff (iode, Bismuth) qui engendre la formation de précipité orang¢ ;
- Réactif de Valser-mayer (Iode, Mercure) qui forme un précipité blanc laiteux.

Les alcaloides ont ét¢ identifiés en utilisant les réactifs de Buchard (réactif iodo-ioduré) et
de Dragendorff (réactif a 1'iodo-bismuthate de potassium). Six (6) mL de MTA ont été évaporés
a sec. Puis le résidu a été repris dans 6 mL d'alcool a 60°. Par la suite 2 gouttes du réactif de
Dragendorff ont ajouté a cette solution alcoolique. Ceci a entrainé une coloration orange. Alors
une réaction positive est observée lorsque 2 gouttes du réactif de Buchard ont été ajoutées a la
solution alcoolique, d’ou I’apparition d’un précipité de couleur brun-rougeatre prouve la

presence des alcaloides.

2-2-1-7. Recherche des saponosides
Principe :

En solution aqueuse les saponosides ont un indice de mousse tres élevé. Cette propriété est
donc mise a profit dans ce test, par agitation d’un échantillon de volume d’extrait. La hauteur
de la mousse formée est mesurée et doit étre supérieure a 1 cm. Cela indique la présence de
saponine.

Afin de révéler la présence des saponosides, 10 mL de la solution du MTA ont été mis
dans un tube a essais. Le tube a été agitaté durant 2 minutes, puis laissé au repos pendant 15
minutes. Lorsque cette mousse persistante est supérieure a 1 cm cela indique la présence des

saponosides.

2-3. Essais chromatographiques
La méthodologie chromatographique employée est la chromatographie sur couche mince

(CCM), qui offre une séparation rapide et facile a réaliser.

2-3-1. Principe
La chromatographie est une technique d'analyse qui permet de séparer deux ou plusieurs

composés présents dans une méme combinaison.
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Son fondement est basé sur l'affinité¢ préférée des substances a séparer en utilisant une phase
stationnaire (fixe) et une phase mobile (Tableau III).

Deux composés seront dissociés si l'un d'eux est plus fortement retenu dans la phase stationnaire
et l'autre a une tendance a se déplacer plus rapidement dans la phase mobile.
En CCM, l'adsorption joue un réle physico-chimique. La phase stationnaire est composée d'un
adsorbant, qui peut étre un gel de silice, d'alumine ou de cellulose. La phase mobile se présente
sous forme d'un liquide (eau ou autres solvants organiques) ou d'un mélange de liquides. Elle

est également connue sous le nom de solvant de développement ou de migration ou de I'éluant.

Tableau III : Récapitulatif de l'identification des métabolites secondaires sur plaque CCM

Composés Support Solvant de Réactif de Coloration de
Recherches de développement révolution révélation
Flavonoides et Acide Tache, coloro-
Polyphénols Chloridrique  tion jaunatre
Tanins Chlorure Tache, coloro-
Férrique 3%  bleu-noiratre

Quinones Plaque Dichlorométhane 6  Potasse alcoli-  Taches

De silice Acétate d’éthyle 3 que 5% marons

Ethanol 1

Stérols et Alcool sulfu- Taches
Polyterpénes rique 50% marons
Alcaloides Dragendorff Taches orangée
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2-3-2. Mode operatoire
2-3-2-1. Préparation de la cuve

Au fond d’une cuve de migration, 100 mL de solvant de migration ont été versés dans les
proportions indiquées dans le tableau III, aprés un quart d’heure une saturation de la cuve a été

observée.

2-3-2-2. Dépot des solutions a analyser
A I’aide d’une micropipette, il a été réalisé des dépdts de 20 pL sur une ligne horizontale

a 2 cm de la base de la plaque (deux dépdts consécutifs étant séparés de 2 cm).

2-3-2-3. Développement et séchage du chromatogramme
La plaque a été¢ mise dans une cuve contenant le solvant puis fermé hermétiquement.
Ensuite I’expérience a été arrétée lorsque le font de solvant se déplace de 8 a 10 cm.

Ainsi la plaque a été rétirée et séchée jusqu’a I’élimination compléte du solvant.

2-3-2-4. Révélation
A D’aide du détecteur a UV a été réperé¢ les taches fluorescentes puis les réactifs de révélateurs

appropriés ont été pulvérisés.

2-4. Détermination de la concentration de la solution médicamenteuse

Pour déterminer la concentration de la solution médicamenteuse, le bidon a été bien
agité, puis transvasé dans une cuvette en porcelaine. L’extrait a été¢ évaporé a I’étuve a la
température de 50 °C. L’extrait sec obtenu a été pesé sur une balance électronique afin de
déterminer sa masse. La masse de 1’extrait sec obtenue permet de calculer la concentration de

I’extrait dans un bidon. La concentration est obtenue suivant la formule suivante :
m
C=—
| %4

Avec :
m : masse de [’extrait (mg) ;
C : concentration massique de l'extrait (mg/mlL) ;

V : volume de l'extrait (mL).
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2-5. Etude de la toxicité du Médicament Traditionnel Amélioré
L’étude de la toxicité aigué¢ du MTA par voie orale a été réalisée selon les directives de

I’OCDE 423 sur les rates 'OCDE (2001).

2-5-1. Conduite de I’expérimentation

La toxicité aigué a été évaluée en respectant la ligne directrice n°423 de 'OCDE (2001).
Les rates ont ét¢ nourries pendant 24 heures avant 1’administration du paracétamol par voie
orale. Ainsi cinq lots de trois rats ont ét¢ constitués et traités comme suit le lot 1 traité a été avec
de I’eau distillée (2 mL/100g), ensuite les lots 2, 3, 4 et 5 ont été traités avec 1’extrait
médicamenteux aux doses respectives 500, 1000, 2000 et 5000 mg/kg. Par ailleurs une
observation a été faite toutes les 30 minutes durant les 4 premicres heures puis chaque matin
entre 9 et 10 heures sur 14 jours. Ces observations ont été portées sur la pilosité, 1’agressivite,
la mobilité, le vomissement, la diarrhée, le vomissement et la mortalité.

-Calcul du volume de solution a administrer aux rats

_ D (mg/g) X m(g)
v (mL) B C (mg/mL)

Avec:

m : la masse du sujet (mg)
D : la dose utilisée (mg/g de poids corporel) ;
C : la concentration de l'extrait (g/mL) et

V : le volume de l'extrait (mL).

2-6. Induction de I’hépatotoxicité et évaluation des paramétres hématologiques et
biochimiques
2-6-1. Induction de I’hépatotoxicité
2-6-1-1. Préparation de la solution de paracétamol
Des études préliminaires ont été réalisées pour obtenir la dose toxique du paracétamol. Les
comprimés de paracétamol ont été rendus en poudre et a été dissout dans I’eau distillée. Cette
solution est administrée aux rats par gavage pour rechercher la DLso. La dose de 200 mg /kg

p.c. a été retenue pour induire I’hépatotoxicité chez les rats (Dougnon et al, 2009).
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2-6-1-2. Préparation de la solution de N-acétylcystéine
Cette solution a été obtenue selon la méthode utilisée par Banshandy et al. (2011). Ces
auteurs ont montré que la N-acétylcystéine a la dose de 100 mg/kg p.c. avait un effet

hépatoprotecteur chez le rat.

2-6-1-3. Méthode d’induction de I’hépatite avec le paracétamol

Les études ont été réalisées selon les méthodes de Dougnon et al. (2009).
Trente-six (36) rats sont répartis en six (6) lots comprenant des males et des femelles ayant
recu les solutions par voie orale avec la sonde a gavage :
-Lot 1 : Constitue le lot t€émoin, ces animaux n’ont regu aucun traitement,
-Lot 2 : Ces rats ont recu 2 mL d’une solution de 200 mg/kg de p.c. de paracétamol pendant
deux semaines.
-Lot 3 : Ces animaux ont recu 2 mL d’une solution de 200 mg/kg de p.c. de paracétamol pendant
deux semaines, puis 2 mL d’une solution de 100 mg/kg de p.c. de N-acétylcystéine pendant
deux semaines.
-Lot 4 : Cesrats ont regu 2 mL de la solution de 200 mg/kg de p.c. de paracétamol pendant deux
semaines, puis 2 mL de la solution de 100 mg/kg de p.c. du MTA pendant deux semaines,
-Lot 5 : Ces rats ont recu 2mL d’une solution de 200 mg/kg de p.c. de paracétamol pendant
deux semaines, puis 2 mL d’une solution de 200 mg/kg de p.c. du MTA pendant deux semaines,
-Lot 6 : Ces rats ont recu 2 mL d’une solution de 200 mg/kg de p.c. de paracétamol pendant
deux semaines puis avec 2 mL d’une solution de 400 mg/kg de p.c. du MTA pendant deux
semaines.
Chaque jour, de nouvelles solutions ont été préparées en prenant en considération la masse par
animal de chaque lot, jusqu’a la fin de I’expérimentation. Les prélévements sanguins ont été
réalisés au jour 0 (JO) avant I’induction de I’hépatite. Puis au jour 14 (J14) aprés induction des
lots 2, 3, 4, 5 et 6. Et enfin au jour 28 (J28) apres traitement au N-acétylcystéine et au MTA
dans les lots 3,4, 5et 6

2-6-2. Evaluation des parametres hématologiques et biochimiques

Au jour 28, a la fin du traitement et aprés un jeun de 12h, les animaux ont ét¢ anesthésiés
avec de I’éther. Le sang a été prélevé au niveau du sinus retro-orbital a I’aide de seringues
stériles pour le dosage des paramétres hématologiques et biochimiques. Le sang de chaque rat
a été recueilli immédiatement dans deux types de tube de prélévement :

Le tube sec a servi a recueillir le sang pour le dosage des parametres biochimiques.
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Le recueil du sang total a ét¢ effectué a l'aide du tube EDTA pour établir la numération des

cellules sanguines.

2-6-2-1. Etudes hématologiques

La numération a ét¢ effectuée apres les prélévements dans des tubes EDTA par I’analyseur

automatique URIT- 2900®.

Principe :

Le mécanisme de comptage cellulaire de 1'automate URIT-2900 repose sur la fluctuation
de I'i'mpédance. Donc, lorsque 10 puL du sang total est aspiré, les cellules traversent un orifice
mesuré. On applique un champ de courant continu a chaque extrémité de cet orifice. Etant donné
que la conductivité de la cellule est différente de celle du milieu qui I'entoure, son passage a
travers l'orifice modifie le courant établi entre les deux électrodes. Cette variation de courant a
¢été mesurée a chaque passage de cellule. En outre, étant donné que la variation de courant est
proportionnelle au volume de la particule, celle-ci est évaluée simultanément avec le comptage.
L'échantillon est placé dans la chambre des mesures des globules blancs pendant une durée de
10 secondes, puis la taille et le nombre des leucocytes sont mesurés a l'aide d'une
impédancemétrie. La méme méthode a été utilisée pour mesurer la taille et le nombre
d'érythrocytes et de thrombocytes dans la chambre de mesure des globules rouges. En se basant
sur les mesures, les autres parametres sont ¢laborés dans le microprocesseur de I'automate.
Durant l'incubation, les érythrocytes sont dissous par lyse et I'hnémoglobine est libérée, puis
convertie en méthémoglobine. Une partie de I'échantillon de cette chambre est placée dans la
cuvette d'écoulement d'hémoglobine. On mesure la concentration d'hémoglobine a 1'aide de la
spectrophotométrie.

Protocole expérimental :

Avant la réalisation de la numération, les échantillons de sang sont bien homogénéisés
par retournement successif et délicatement afin d’éviter la formation de microcaillots.
Manuellement, les tubes d’échantillon sont présentés verticalement a 1’aiguille de I’automate et
I’on I’actionne sur le bouton d’aspiration. Le tube d’échantillon est ensuite retiré verticalement
une fois 1’aiguille d’aspiration sortie du prélévement. L’automate réalise I’analyse compléte des
parametres hématologiques d’un échantillon au bout d’une minute. L’appareil URIT-2900 est

connecté a une imprimante graphique qui transcrit les résultats sur papier.
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2-6-2-2. Etude biochimique

Le sérum sanguin prélevé dans les tubes secs sert a mesurer les marqueurs biochimiques
de certains organes essentiels (foie, reins et coeur). Les parameétres biochimiques ont été mesurés
a I'Institut Pasteur de Céte d'Ivoire en utilisant I'automate Cobas Integra 400 Plus en respectant

les principes.

2-6-2-2-1. Dosage de la bilirubine totale
Principe :

Le taux de bilirubine est mesuré par diazotation. La bilirubine dérive de la dégradation
de la biliverdine, composée de I'hémoglobine aprés la destruction des globules rouges. La
bilirubine est liposoluble et présente une toxicité pour les neurones. Puis elle est absorbée par
le foie qui la transforme en bilirubine conjuguée hydrosoluble non toxique, qui est éliminée par
la bile. La bilirubine est un produit de I'némoglobine détruite et se trouve en faible quantité dans
I'hémoglobine des globules rouges et surtout dans I'hnémoglobine de la rate. Le taux de bilirubine
a été également augment¢ dans les cancers et les maladies de la rate.

Protocole expérimental :

Le taux de bilirubine a été¢ mesuré a jetin depuis environ 10 heures. On procede au prélévement
du sérum prélevé sur héparinate de lithium. Les échantillons de sang, contaminés ou ayant subi
plus d'une décongélation ne doivent pas étre traités. Il est essentiel de séparer le sérum du culot
globulaire dés que possible (dans les 2 heures qui suivent le prélévement). Il est important de
protéger le prélévement de la lumiére. Il peut €tre maintenu a température ambiante pendant 8

heures a 1'abri de la lumiére.

2-6-2-2-2. Dosage des protéines totales
Principe :

Les protéines totales dans le sérum ont été mesurées par la méthode de biuret. Dans un
milieu alcalin, les protéines s'associent aux ions cuivre II qui forment un complexe bleu-violet.
Cette coloration, qui est liée a la concentration en protéines, peut étre mesurée a l'aide d'un
spectrophotomeétre a 550 nm.

Protocole expérimental :
Dans 1 mL du milieu réactionnel contenant du chlorure de sodium (0,15 mol/L), de I'hydroxyde
de sodium (0,75 mol/L), du tartrate de sodium et de potassium (6 mmol/L), de 1'iodure de

potassium (6 mmol/L) et du sulfate de cuivre (6 mmol/L), 0,02 uL de sérum a été ajouté. Apres
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l'agitation automatique, le tube a été incubée a la température ambiante pendant 10 minutes

l'absorbance au spectrophotometre a 550 nm.

2-6-2-2-3. Activités des transaminases (ASAT /ALAT)
Principe :

Cette approche respecte les directives de I'IFCC (Bergmeyer, 1986) et repose sur le
principe selon le schéma réactionnel suivant :
Protocole expérimental :
La quantité de 0,5 mL de milieu réactionnel préchauffé (3 minutes a 37 °C) contenant le tampon
Tris HCI a pH 7,8, le L-aspartate (240 mM), a- cétoglutarate (12 mM), le NADH (0,18 mM),
le MDH (> 500 U/l), le LDH (> 1200 U/l) et de l'azide de sodium a 0,9 % est ajoutée pour
mésurer le sérum. Les densités optiques quatre fois toutes les minutes au spectrophotomeétre a
une longueur d'onde A de 340 nm, ont été utilisées pour évaluer l'activité enzymatique sérique

apres agitation.

2-6-2-2-4. Activité de la phosphatase alcaline (PAL)
Principe :
En milieu alcalin et sous 1’action des PAL, le paranitrophényl-phosphate est hydrolysé en

paranitrophénol et en phosphate.

PAL
Paranitrophényl-phosphate » paranitrophénol + phosphate
Mg"*

La vitesse d’apparition du paranitrophénol proportionnelle a I’activité enzymatique de la PAL
est mesurée au spectrophotometre a la longueur d’onde de 405 nm.

Protocole expérimental :

Un échantillon de 1 mL de milieu réactionnel avec un tampon DEA (Diéthanolamine) (1 mM ;
pH 9,8), le paranitrophénylphosphate (10 mM) et le chlorure de magnésium (0,5 mM) ont été
incubés au préalable au bain-marie a 37°C pendant 3 min. Puis (0,015 uL) de sérum a été ajouté
a cette préparation. Apres agitation, la densité optique a ét€¢ mesurée toutes les minutes pendant
3 min au spectrophotometre a 405 nm.

L’activité enzymatique de la PAL (Fx = 3660) exprimée en UI/L est déterminée suivant la

formule :
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ADO
AE PAL= — x 3660

t (min)

2-6-2-2-5. Activité de la gamma-glutamyl transférase (y-GT)
Principe :
La y-GT catalyse le transfert du groupe y-glutamyl de la y-glutamyl-3-carboxyl-4-

nitroanilide a la glycylglycine, libérant le 3-carboxyl-4-nitroaniline.

v-glutamyl-3-carboxyl-4-nitroanilide+ glycylglycine

v-GT l

v-glutamyl-glycylglycine + 3-carboxyl-4-nitroaniline.

Protocole expérimental :
Un mL de milieu réactionnel contenant de la glycylglycine (164,8 mM), de I’hydroxyde de
sodium (104 mM) et la y-glutamyl-3-carboxyl-4-nitroanilide (6,5 mM) a été¢ incubé¢ au préalable
au bain-marie a 37°C pendant 2 a 3 min. Puis 0,05 uL de sérum a ét¢ ajouté a ce milieu. Apres
agitation, la densit¢ optique a ¢été mesurée toutes les minutes pendant 3 min au
spectrophotomeétre a 405 nm.
L’activité enzymatique de la y-GT (Fx = 1111) exprimée en UI/L a été déterminée suivant la
formule :
ADO
AEy-GT = — x 1111
T(min)

2-6-2-2-6. Dosage de la créatinine
Principe :

La créatinine a été mesurée a l'aide de la méthode colorimétrique ou de la réaction de Jaffé.
En effet, dans des conditions alcalines, la créatinine forme un complexe coloré rouge orangé

avec l'acide picrique. La concentration de la créatinine est liée a la vitesse de développement
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de la coloration, qui peut étre mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur d'onde A
de 500 nm.

Protocole expérimental :

Pendant, une durée de 10 minutes, le milieu réactionnel ou contenant 0,5 mL d'acide picrique
(17,5 mmol /L) et 0,5 mL d'hydroxyde de sodium (0,29 mol/L) a une température de 37°C. Par
la suite, 0,10 uL du serum a doser a été ajouté. Le mélange a été agité pendant 90 secondes,
puis les absorbances Al et A2 de I'ensemble du milieu ont été obtenues selon la densité optique

au spectrophotometre a une longueur d'onde A de 500 nm.

(A2 - A1) Echantillon

Concentration de la créatinine en mg/l = X Concentration étalon

(A2 - A1) Etalon

Concentration étalon de créatinine = 20 mg/L

2-6-2-2-7. Dosage du cholestérol total

Les réactions combinées entre le cholestérol libre et le cholestérol estérifié dans un
¢chantillon produisent un complexe coloré qui peut étre mesuré au spectrophotomeétre a une
longueur d'onde A de 500 nm.

Cholestérol estérase

Cholestérol ester + H20 » Cholestérol +Acide gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol + 1/2 H20 »Cholestérone + H202

Peroxydase

2H202 + 4. Amino Antipyrine + Phénol » Quinoneimine +4 H20

¢ Protocole expérimental

Dans un milieu réactionnel de 1 mL contenant du PIPES (acide pipérazine-1,4-bis (éthane-2
sulfonique)) a 35 mmol/L, du cholate de sodium (0,5 mmol/L), du phénol (>28 mmol/L), du
cholestérolestérase (>0,2 Ul/mL), du cholestérol oxydase (>0,1 UI/mL), peroxydase (>0,8
UI/L), 4-Amino antipyrine (0,5 mmol/L), a un pH de 7,0 ; 0,01 uL du serum a doser. Apres

agitation automatique, I’ensemble a été incubé a température ambiante (37°C) pendant 10
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minutes, la densité optique permet d'évaluer 1'absorbance (Abs) du serum a doser en comparant

avec le blanc réactif au spectrophotometre a une longueur d'onde A se situant & 500 nm selon la

formule :
Abs Echantillon

Concentration du cholestérol en G/L = X Concentration Etalon
Abs étalon

Concentration étalon de cholestérol = 0,50 g/L Abs : Absorbance

2-7. Préléevement du foie
Apres le prélevement du sang au 28 jours, les foies ont été isolés puis lavés avec du
liquide physiologique NaCl 0,9%. Les foies sont par la suite observés, photographiés puis pesés

et les valeurs obtenues ont été notées.

2-7-1. Calcul du poids relatif du foie
Le foie est prélevé, pesé et photographié au jour 28. Ainsi ils ont été conservés dans du
formol a 10 %. Le poids relatif (PR) du foie est calculé par rapport au poids corporel selon la

formule : | PR = Poids du foie (PF) / Poids corporel (PC) X100

PR = Poids relatif, PF = Poids du foie, PC = Poids de 1’animal

2-7-2. Examen macroscopique
D'ordre qualitatif, cet examen se limite a l'observation macroscopique de la structure

externe du foie entier prélevé. Il prend en compte la couleur, la consistance et la texture

2-7-2-1. Couleur
La couleur est un parameétre important dans le diagnostic des affections hépatiques. A 1’état
normal, le foie est de couleur marron vif. Un changement de couleur indique un état

pathologique du foie
2-7-2-2. Consistance

Le foie normal est ferme et mou au toucher. Une altération de ces aspects révele une

intoxication.
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2-7-2-3. Texture

Le foie normal a une texture lisse. Un changement de texture indique un état
pathologique.
Apres 1’observation macroscopique des foies des animaux de chaque lot expérimental, ces

foies ont été photographiée a I'aide d'un appareil photographique Kodak.

2-8. Analyse statistique

Le traitement statistique des données et des représentations ont été effectués avec le
logiciel GraphPad Prism® version 7.00 et Microsoft Excel Office version 2007. Les valeurs
sont exprimées sous formes de moyennes plus 1’erreur standard sur la moyenne (Moy+ESM).
Les moyennes ont été¢ déterminées avec les répétitions (n=4 ou 6). L’analyse de la variance
(One-way ANOVA) suivi du texte de comparaison multiple de Newman-Keul ont été utilisées
pour apprécier la significativité des différences observés. Le seuil de significativité a été fixé a
5% (p < 0,05) dans le texte lorsque :

P >0,05, la différence observée est non significative (ns)

** P <0,01, la différence observée est signicative

k% P <0,001, la différence observée est tres signicative

*akk P < 0,001, la différence observée est hautement signicative
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OJECTIF 1 : TRIPHYTOCHIMIE DU MEDICAMENT TRADITIONNEL
AMELIORE (MTA)

1-1.  Introduction

Les composés phytochimiques pharmacologiquement actifs sont des molécules issues du
métabolisme des végétaux (métabolites).
Les substances actives d'une plante médicinale sont les éléments naturels qui la composent et
lui conférent son pouvoir thérapeutique. Ces grands groupes chimiques sont mis en évidences
grace a des réactions de coloration/précipitation, des techniques de chromatographies sur
couches minces (CCM). La détection de ces composés repose sur le fait qu'ils provoquent des

réactions chimiques en présence de réactifs adéquats.

1-2. Détermination de la composition phytochimique du MTA.

Le triphytochimique a révél¢ la présence de diverses familles de composés chimiques dans
notre MTA (Figures 9 et 10). Il a été noté la présence moyenne de tous les groupes de composés
chimiques étudiés excepté les Tanins galliques.

Ce test qualitatif a montré une présence abondante de flavonoides, tanins catéchiques et de
saponosides dans le MTA. Quant aux polyterpénes et stérols, de quinones et alcaloides, ils sont
d’une présence moyenne, on note également une absence de tanins galliques.

L’analyse par la chromatographie sur couche mince a permis d'identifier plusieurs
composés chimiques tels que de Polyterpénes et stérols, de quinones, d’alcaloides de

flavonoides, de tanins (Figure 10).
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Stérols et polyterpenes
Composés phénoliques
Flavonoides

Tanins catéchiques
Quinones

Alcaloides
Saponosides

Figure 9 : Caractérisation Phytochimique du MTA (Colorimétrique)

Composés

Alcaloides—

Quinones—

Tanins
Flavonoides
Composés phénoliques

Stérols et polyterpénes

Figure 10 : Caractérisation Phytochimique du MTA (CCM)
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1-3. Discussion partielle

L’analyse des résultats montre que le MTA contient les groupes chimiques recherchés a savoir
les polyphénols, les flavonoides, les tanins catéchiques, les quinones, les stérols et polyterpenes,
les alcaloides et les saponosides dans la solution de MTA. D’une part nos résultats sont
conformes a ceux de Lin ef al., (1997) et de Chen et al., (2006) qui ont trouvé dans les feuilles
de Terminalia catappa des flavonoides notamment la punicaline et la punicalagine. Les travaux
de Chen et al., (2000) ont également révélé dans les feuilles de Terminalia catappa la présence
d'acide ¢éllagique qui est un tanin. Ces différents auteurs ont démontré que ces composés
chimiques ont une action protectrice sur le foie grace a leurs propriétés antioxydantes. Celles-
ci ont la capacité a piéger les radicaux libres et les réactives de I'oxygene et du stress
oxydant. Ces antioxydants peuvent aider a protéger les dommages cellulaires causés par le
stress oxydatif et aussi réduire le risque des maladies chroniques générées (Halliwell et al.,1995
; Cillard & Cillard 2006).

D’autre part les travaux de Lei et al., (2022) ont montré que les feuilles de Combretum
micranthum contiennent les flavonoides plus particulierement la vitexine qui est un
bioflavonoide. En effet Leur étude a révélé les effets hépatoprotecteurs et le mécanisme d'action
de la vitexine a la fois dans un modele murin expérimental d'hépatite auto-immune (EAH) et
dans les lésions hépatocytaires induites par la D galactosamine/lipopolysaccharide (D-
GalN/LPS).

Leurs travaux ont montré que le traitement par la vitexine a significativement diminué
l'infiltration des lymphocytes T inflammatoires et CD4 * dans le foie, réduit les taux d'ALAT
et d'ASAT dans le sérum et atténué les 1ésions hépatiques dues au stress oxydatif. De plus, la
vitexine a inhibé l'apoptose et la surexpression des cytokines inflammatoires dans les cellules

hépatiques traitées au D-GalN/LPS.

1-4. Conclusion partielle
Le triphytochimique basé¢ sur des analyses particulieres a révélé I'existence de
polyphénols, de flavonoides, de saponines, d'alcaloides, de quinones, de polyterpénes et de
stérols dans le MTA. Quant aux tanins, seule la présence de tanins catechique a été révélé.
Au regard de ces résultats, la suite de 1’étude, a ét€ consacrée a 1’évaluation des activités

hépatoprotectrice du MTA.
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OBJECTIF 2 : ETUDE DE LA TOXICITE DU MEDICAMENT TRADITIONNEL
AMELIORE (MTA)

2-1. Introduction

La toxicité désigne la caractéristique des substances chimiques qui, en contact ou apres leur
entrée dans un organisme, ont la capacité de perturber le fonctionnement a I'échelle moléculaire,
cellulaire ou organique. Par ailleurs, la toxicité hépatique causée par des médicaments peut
prendre en compte tous les aspects de la maladie hépatique aigué et chronique.

La toxicité aigué concerne I’exposition rapide a une seule dose d’une ou de plusieurs
substances sur une période n’excédant pas 24 heures (exposition de courte durée). Durant cette
intoxication a été observée les signes cliniques, tel que la mort ou la guérison sur une période

de 24 heures (1 jour). Puis les parameétres hématologiques et biochimiques ont été évalués.

2-2. Evaluation de la toxicité aigué du MTA au jour 14

Les observations ont permis de mettre en évidence plusieurs signes cliniques de toxicité en
comparaison aux témoins (Tableau IV).
L’administration par gavage des différentes doses allant de 500 a 5000 mg/kg de PC du MTA
n’a entrainé aucun mort au niveau des différents lots de rats pendant les 14 jours
d’expérimentation. L’extrait du MTA a une dose 1étale 50 (DL 50) supérieure a 5000 mg/kg
PC (Tableau V).

Tableau IV : Signes cliniques de toxicité aigu€ enregistrés aprés administration du MTA

Lots

Signes Eau distillée 500 mg/kg PC 1000 mg/kg PC 2000 mg/kg PC 5000 mg/kg PC

cliniques

Pilosité - - - - -

Vomissement - - - - —

Sommeil — — — — —

Diarrhée — - - — =

Agressivité — — — — =

Suffoquement - - - - —

Légende : (-) : effet négative ; (+) : effet positif
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Tableau V : Mortalité des rates en fonction de la dose de I’extrait du MTA administrée par

voie orale
Dose du MTA Nombre de Nombre de Mortalité (%)
Lots (ul/ kg Pc) rates testées rates mortes
1 eau distillé 3 0 0
2 500 3 0 0
3 1000 3 0 0
4 2000 3 0 0
5 5000 3 0 0

2-3. Effet du MTA sur les paramétres hématologiques

Les variations des valeurs des parametres hématologiques des rats aprés administration
de I’extrait du MTA ont été inscrits dans le tableau VI montre que I’extrait médicamenteux a
augmenté légerement les taux des globules blancs (11 a 12 cellules /uL), aux globules rouges
(5a7,5 cellules/uL) aux doses de (500 ; 1000 ; 2000 ; 5000 mg/kg pc) par rapport aux lots (eau
distillée) témoins. Il en est de méme pour le taux d’hémoglobine (9,5 a 12,3) (tableau VI).
S’agissant des plaquettes, une augmentation significative a été observée (505 a 707). Les
meilleurs parameétres hématologiques sont observés a la dose de 5000 mg/kg pc.
En outre, on remarque une baisse de la concentration de ces paramétres hématologiques a la

dose de 5000 mg/kg pc par rapport au lot t€émoin ayant regu que 1’eau distillée (tableau VI).
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Tableau VI : Valeurs des parametres hématologiques des rats apreés I’administration de

P’extrait du MTA

Lots

Paramétres Eau distillée 500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg 5000mg/kg
hématologiques PC PC PC PC
Globules Blancs 891+0,110 11,23+0,567 10,46+0,42 12,6+0,670 9,73 +0,12

(cellules/UL)

Globules Rouges 5,03+£0,099 7,46+0,443 7,62+0,012 7,5+0,011 5,63+0,1
(cellules/UL)
Hémoglobines 9,53+0,145 12,76 £ 0,76 12,43+0,23 12,36+0,20 9,53 +£0,145

(g/DL)

Plaquettes saguines 505+ 18,01 657 +20,90 633,33+19,1 707+21,4 449 + 16,01
(cellules/UL)

2-4. Effet du MTA sur les parametres biochimiques
2-4-1. Effet du MTA sur les transaminases

Le traitement avec 1’extrait du MTA a modifié les teneurs des transaminases chez les rats
(Figue 11).
Le traitement préventif des lots (2, 3, 4 et 5) de rats par I’extrait du MTA aux doses de 500,
1000, 2000,5 000 mg/kg de Pc), a révélé une diminution des teneurs de ASAT (118,904 117,01
mg/L) par rapport au lot témoin (196,23 mg/L).
Au niveau de ALAT, les teneurs sont passées de 46,80 (lot témoin) (lot 2) avec une différence
de significativité (P < 0,05) ; 151,30 ; 147,20 et 156,1 mg/L respectivement pour 1’extrait de
MTA qui présente le meilleur effet est a la dose de 2000 mg/kg de Pc des lots (3,4 et 5) avec

un taux de significativité tres €élevé (p < 0,01). (Figure 11)
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250~ B Lot 1 (eau distillée)
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Figure 11 : Variation de I’activité des Transaminases

Les valeurs exprimées représentent la moyenne + ESM, avec n=4; *p < 0,05, **P< 0,01. ESM : Erreur

Standard sur la Moyenne.

2-4-2. Effet du MTA sur la créatinine

Le traitement avec 1’extrait du MTA a modifié la teneur en créatinine des rats en baisse
(Figure 12).
Le taux de créatinine des rats traités avec les différentes doses de 1’extrait du MTA 500, 1000,
2000 et 5000 mg/kg de Pc passe de 7,1 a 5,10 mg/L, ces taux sont pratiqument similaires a celui
du lot témoin (5,83 mg/L) (figure 12). Le meilleur effet est observé a la dose de 5000 mg/kg de
Pc.

8-
B Lot I (eau distillée)

6- B3 Lot 2 (500 mg/Kg PC)
=3 Lot 3 (1000 mg/Kg PC)
3 Lot 4 (2000 mg/Kg PC)
=

Lot 5 (5000 mg/Kg PC)

Activité creatinine (mg/L)
i =N
1

0-

Figure 12 : Variation de ’activité en créatinine
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2-4-3. Effet du MTA sur les triglycérides

Le traitement avec I’extrait du MTA a modifié la teneur en triglycérides des rats de 0,64 a
0,57 (Figure 13) comparativement au lot t¢émoin (0 ,64 g/L). L’extrait médicamenteux (MTA)
a eu un effet a la dose de 500 mg/Kg PC.

0.8-
= == [ ot 1 (eau distillée)
%D 0.6 = [ot2 (500 mg/KgPC)
Q) -
2 == Lot 3 (1000 mg/Kg PC)
“‘
% 0.4 = Lot 4 (2000 mg/Kg PC)
E w= [ot5 (5000 mg/Kg PC)
S 0.2-
)
o=
<
=

0.0-

Figure 13 : Variation de I’activité des triglycérides

2-4-4. Effet du MTA sur le cholestérol total et HDL

Le traitement avec 1’extrait aqueux du MTA a modifi¢ le taux de cholestérol total et celui
du HDL.
Ces taux augmentent en passant de la dose de 1000 a 5000 mg/Kg PC a provoqué une
augmentation du taux de cholestérol total (0,94 = 0,00 ; 1 + 0,009 ; 0,75 ;0,80 = 0,004 g/L) par
rapport au témoin (0,70 + 0,006 g/L). Il en est de méme pour le cholestérol HDL (0,35 £+ 0,002 ;
0,27 + 0,00 ; 0,29 + 0,005 ; 0,32 + 0,004 g/L) comparativement au témoin (0,24 + 0,0043 g/L).
Par ailleurs, le MTA a révelé une bonne activité sur le taux de cholestérol total par rapport a

celui du cholestérol HDL (Figure 14)
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Figure 14 : Variation des teneurs en cholestérol

2-5. Discussion partielle

Au terme de ce travail, il ressort que 1’extrait du MTA chez les rats a exercé ou pas des
effets significatifs concernant les caractéristiques comportementales, physiques,
hématopoiétiques et biochimiques. Les résultats des tests de toxicité aigué ont montré que,
I’extrait du MTA ne modifie pas le comportement général et ne provoque pas la mort des rats
jusqu’a la dose de 5000 mg/kg. Ces résultats traduisent que 1’extrait n’est pas toxique et est bien
toléré chez les rats. La dose 1étale du MTA se situerait donc a des doses supérieures a 5000
mg/kg.
Cette importante limite de DL50 indiquerait une large marge de sécurité de cet MTA. Selon le
systéme de classification globalement harmonisé (SGH), le MTA serait classé dans la catégorie
5 des substances a toxicité aigué relativement faible (OCDE, 2001) et est considéré comme une
substance non toxique par voie orale. Cette activité peut €tre attribué a I’espece Combretum
micranthum. En effet nos résultats corroborent & ceux obtenus par Muttaka et al., (2016) qui
ont mené leurs travaux avec le décocté de Combretum micranthum a la dose de 5000 mg/kg
sans aucun déces d’animaux sur une période. Cela prouve que Combretum micranthum est sans
danger pour le foie. Le test de toxicité aigué a permis d’observer, a la dose maximale de 2000
mg/kg et 5000 mg/kg des augmentations significatives du poids corporel, du taux de globules
blancs, des activités de la phosphatase alcaline et du taux de triglycérides.
Ainsi, il est possible que les symptomes cliniques de la maladie causés par cet extrait, tels que
la salivation et le sommeil, chez les rats, seraient associés aux effets des alcaloides et/ou des
terpenoides de cet extrait sur le systeme nerveux. Effet les travaux de Kong ef al., 2021 et de

Min et al., 2022 ont effectivement montré que ces deux types de composés chimiques sont
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réputées pour étre des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase, une enzyme qui contrdle l'action de
l'acétylcholine, des neuromédiateurs impliqués dans la cognition et les contractions musculaires
lors des mouvements.

S’agissant I’examen des parameétres hématologiques de cette étude, les effets de I’extrait du
MTA sur les cellules sanguines ont montré une augmentation du taux d’hémoglobine et des
globules rouges chez les animaux traités aux différentes doses comparativement au témoin.
Cette augmentation du nombre de globules rouges et du taux d’hémoglobine des rats traités
avec ’extrait du MTA peut-€tre utile dans la prévention de 1’anémie souvent associée a la
présence du plasmodium chez les malades. Cela peut étre attribuable a 1’espece Terminalia
catappa ces résultats sont similaires a ceux (Ghanayem, 1996) a la dose de 100 mg/kg par jour
pendant 8 jours du décocté de terminalia catappa qui ont montré que I’augmentation du taux
de globules blancs et de plaquettes sanguines chez les rats traités avec I’extrait aqueux du MTA
permettent de renforcer le systéme immunitaire (Hariri ez al., 2011). Cela suppose que le MTA
renferme des substances bioactives permettant de renforcer le systéme immunitaire en
augmentant le taux de globules blancs (Atsamo et al., 2011). Ces résultats confirment ceux de
Kpemissi et al., 2020. De méme, les travaux de Jean-Paul et al. (2015) ont montré que la
consommation d’aliments avec une teneur ¢élevée en alcaloides (5050 pg/kg d’aliment) entraine
une augmentation significative de la concentration en globules blancs, en lymphocytes et en
plaquettes sanguines, traduisant ainsi une stimulation de la défense immunitaire.

Sur le plan biochimique, une variation des parametres a été¢ observée chez les rats traités
comparativement aux rats témoins. En effet, en ce qui concerne les transaminases,
I’administration du MTA aux différentes doses a entrainé respectivement une diminution ou
augmentation du taux de ASAT et de ALAT comparativement au témoin. De plus, aucun décés
n’a été enregistré durant la période de I’expérimentation. Cela voudrait dire que ces 2 especes
de plantes n’ont pas d’effets toxiques notoires a la dose de 5000 mg/kg. Cependant, 1'analyse
des différentes doses du MTA a été révélée une variation significative sur les transaminases
(ASAT et ALAT) chez les rats traités comparativement aux rats témoins. Selon les recherches
menées par certains auteurs Bourqui ef al., 2021 et Kola, 2002, cela peut étre di a I’espéce de
Combretum micranthum qui ont prouvé des actions néphroprotectrice, anti hypertensive,
hypotensive, diurétique, anti-hyperglycémique, antimicrobienne, antioxydante et inhibitrice
enzymatique de cette espéce.

La créatinine est un excellent marqueur de la fonction rénale, son augmentation ou sa
diminution refléte d’un dysfonctionnement rénal (Sirwal et al., 2004 ; Abdel-Moneim &

Ghafeer., 2007). De plus le taux en créatinine est non significatif chez les rats traités
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comparativement aux rats témoins. Cela confirme que notre MTA est non toxique sur les reins
et que les fonctions rénales sont intactes. Cette activité rénale stable pourrait étre attribuée a
I’espece terminalia catappa). En effet, les résultats de notre étude concordent avec ceux de
Pincemail et al., (1999), au cours des études épidémiologiques avec les écorces de terminalia
catappa ont mis en évidence que les antioxydants protégent I’organisme contre les cancers.

Le dosage des taux de cholestérol total, de cholestérol HDL et des triglycérides n’a généré
une significativité chez les rats traités comparativement aux rats témoins. Selon les travaux de
Brusq et al (2008), l'alcaloide pouvait diminuer le taux de cholestérol et de triglycéride par
l'augmentation de 1’expression de récepteur hépatique des lipoprotéines de faible densité en
LDL et inhibé la synthése des lipides dans les hépatocytes humains par l'activation de
I'adénosine monophaste-activité des proteine kinase.

Etant donné la présence des alcaloides dans notre decoction, on pourrait dire que stimule le

systéme uminitaire.

2-6. Conclusion partielle

L’évaluation de la toxicité aigué du Médicament Traditionnel Amélioré (MTA) a révélé une
bonne activité chez les rats. C’est ce qui justifierait sont usage. L’extrait du MTA a une dose
1étale 50 (DL 50) supérieure a 5000 mg/kg PC, de ce fait permet de le classé dans la catégorie
5 des substances non toxiques par voie orale.
A la dose de 5000 mg/kg PC de I’extrait du MTA, on observe une légeére diminution et
augmentation des valeurs hématologiques et biochimiques.
Pour approfondir cette étude, il serait important d’envisagé [’activité hépatoprotectrice

du Médicament Traditionnel Amélioré.
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OBJECTIF 3 : EFFETS PHARMACOLOGIQUES DU MEDICAMENT
TRADITIONEL AMELIORE (MTA) SUR L’HEPATOTOXICITE
INDUITE PAR LE PARACETAMOL CHEZ LES RATS WISTAR

3-1. Introduction

L’enquéte ethnopharmacologique révele que le MTA est un remede de santé qui se
présente sous forme de suspension buvable préparé de fagon artisanale par un tradipraticien. Il
est indiqué essentiellement dans les affections du foie (douleur de I’hypocondre droit, ascite
amaigrissement, asthénie, fiévre, hépatomégalic). C’est dans cette optique que nous
entreprenions d’évaluer ’effet pharmacologique (MTA) sur I’hépatotoxicité induite par le

paracétamol chez les rats wistar

3-2. Effet du MTA sur la structure du foie des rats intoxiqués avec le paracétamol
3-2-1. Etats des poids relatifs des foies

Le poids relatif du foie chez les rats qui ont recu uniquement le paracétamol est plus élevé
soit 4,91 + 0,15%. Ce poids diminue de facon progressive chez les rats traités avec le N-
acétylcystéine. Le poids relatif chez les rats traités a 400 mg/kg PC est de 3,15 + 0,42%, et celui
chez les rats traités avec le N-acétylcystéine est de 2,40 = 0,39% (Tableau IX).

Tableau VII : Poids relatifs du foie

Lot 1(eau Lot2 (intoxiqués Lot 3 (100 Lot 4 (100 Lot 5 (200 Lot 6 (400
distillée) et non traités) mg/Kg PC mg/Kg PC mg/Kg PC mg/Kg PC

N-acetyl) Extrait) Extrait) Extrait)
Poids relatif  Poids relatif Poids relatif  Poids relatif  Poids relatif  Poids relatif
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

3,58 £ 0,46 491+0,15 240+0,39 3,27+0,22 3,16+0,40 3,15+0,42

3-2-2. Examen macroscopique du foie

L’observation macroscopique du foie des rats a été illustré par la (Figure 22). Il s’agit
de comparer la couleur, la texture et la consistance des foies des rats qui ont recu uniquement
le paracétamol et ceux traités avec le N-acétylcystéine et les différentes doses d’extraits aqueux.
Le foie (B) des rats ayant recu uniquement le paracétamol a perdu sa consistance, sa texture et

sa couleur. Les foies (C et D) intoxiqués des rats qui ont regu le paracétamol et traités avec le
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N-acétylcystéine ainsi qu’avec les différentes doses d’extraits du MTA sont semblables au foie

non intoxiqué (A).

Lot 4 Lot 5 Lot 6
Figure 22 : Photographies des foies

A-Foie normal, B- Foie traité¢ uniquement avec le paracétamol, C- Foie traité avec 1’extrait 400 mg/Kg

PC, D- Foie traité avec la N-acétyl cystéine

3-3. Parametres hématologiques de I’hépatotoxicité induite avec le paracétamol chez les
rats

Avant intoxication les valeurs normales des globules blancs, des globules rouges, de
I’hémoglobine, de 1’hématocrite, VGM, TCMH, CCMH et les plaquettes sanguines sont
respectivement de 11,43 £1,234 (10°/U) ; 8,657 + 1,4992 (10%U) ; 17,58 + 1,5896 (g/dL);
40,99 £ 1,25 (%) ; 70,71 £ 6,62 (f1) ; 27,23 + 1,504(Pg) ; 33,48 £ 1,123(g/dL) et 335,8 + 63,82
(10°/UL). (Tableau XII)
Apres traitement, les taux de VGM (40,25 £+ 0,8947 f1) et de TCMH (17,18 + 0,1641 Pg) ont
diminué comparativement aux taux de Globules rouges (20,89 = 1,1073 10%U) ; Globules
blancs (16,48 + 1,15 103/U) ; Hématocrite (47,3 + 0,4787 %) ; Hémoglobine (20,58 + 1,1216
g/dL) ; CCMH (40,47 + 0,4485 g/dL) et Plaquettes (650,4 + 50,75 10°/UL) (Tableau XII)
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Tableau VIII : Parametres hématologiques des rats avant intoxication et apres traitement

Parameétres Hématologiques Prélévement avant induction Prélévement apres induction

Globules blancs (10°/U)

11,43 £1,234

16,48 £ 1,15

Globules rouges (10%/U)

8,657 £ 1,4992

20,89 + 1,1073

Hémoglobine (g/dL)

17,58 + 1,5896

20,58 £1,1216

Hématocrite (%) 40,99 £ 1,25 47,3 +£0,4787

VGM (f1) 70,71 + 6,62 40,25 + 0,8947
TCMH (Pg) 27,23 +£ 1,504 17,18 £0,1641
CCMH (g/dL) 33,48 +1,123 40,47 +0,4485
Plaquettes (10°/UL) 335,8 63,82 650,4 + 50,75

3-4. Activité hépatoprotectrice du MTA apres traitement
L’activité hépatoprotectrice du MTA a été évaluée a partir des concentrations des protéines
totales, des transaminases glutamo-oxaloacétique (ASAT) et glutamo-pyruvique (ALAT), de la

phosphatase alcaline (PAL), de la Gamma-Glutamyl Transférase (y-GT), des bilirubines.

3-5. Parameétres biochimiques de I’hépatotoxicité induite avec le paracétamol chez les rats

Avant induction (Jour 0), les 6 lots de rats n’ont regu que de 1’eau distillée. L’administration
par gavage a la dose 200 mg/Kg PC du paracétamol du premier au 14°™ jour a modifié les
valeurs des différents parametres biochimiques des rats intoxiqués par rapport au témoin (lot
1). Ainsi au cours du traitement (du jour 1 au jour 28) du lot 3 a la dose de 100 mg/Kg PC de
N-Acétyl et des lots 4 ; 5 et 6 aux doses respectives de (100,200 et 400 mg/Kg PC) de I’extrait

du MTA ont présenté une bonne activité chez les rats par rapport aux rats intoxiqués non traités.

3-5-1. Effet du MTA sur la concentration des protéines totales

La figure 15 présente la valeur en protéine totale apres traitement des rats hépatiques avec
le MTA et N-Acétylcystéine (molécules de référence).

Au jour 0, la concentration en protéine chez les rats non intoxiqués des lots n’a pas varié

significativement.
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Au 14°™ jour, I’administration du paracétamol a entrainé une augmentation significative
(p < 0,0001) de la concentration des protéines totales des différents lots intoxiqués (lot
2, 3,4,5,6) comparativement a celle du lot 1 (eau distillée) (Figure 15).

Au 28°™ jour, le traitement préventif des rats par le N-Acétylcystéine (100 mg/kg de Pc) et
par I’extrait du MTA aux doses (100, 200,400 mg/kg de Pc), a généré une diminution du taux
de protéines totales (8,000 + 2,828 ; 8,500 + 3,536 ; 10,50 = 0,7071 et 12,50 + 3,536 mg/L) par
rapport a celui du lot témoin intoxiqué et non traité (14,50 + 0,7071 mg/L) avec un taux de
significativité ¢levée (P < 0,001). Par ailleurs, le traitement des lots statistiquement (4 ; 5 et 6)
avec des différentes doses de 1’extrait du MTA au 28°™ a révélé des valeurs similaires a celle
du lot3 (N-acétylcystéine). Cependant les différences entre ces concentrations sont non
significatives, ce qui n’est pas observé au niveau du lot 2 (témoin non traité). Ainsi, au 28
jour le lot3 (N-acétylcystéine) a présent¢ une différence significative (P < 0,001)

comparativement au du lot 1 a jour O (figure 15).
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Lot 1 ( eau distillée)

Lot 2 (intoxiqué et non
traité)
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Lot 6 (400 mg/Kg PC)
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Figure 15 : Variation en protéines totales apres traitement des rats intoxiqués avec le MTA et

N-acétylcystéine

3-5-2. Effet du MTA sur Pactivité enzymatique des transaminases
Les valeurs du dosage des transaminases sont représentés sur les figures 16 et 17.
Au jour 0, I’activit¢ de ASAT des rats non intoxiqués des différents lots n’a pas varié
significativement contrairement au lot 5
Au 14°™ jour, ’administration du paracétamol a entrainé une augmentation significative (p

< 0,0001) de la concentration de ASAT (101,20« 3,606 ; 98,50+ 1,364 ;112,2 + 4,950 ; 96,40
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+1,155;120,50 + 1,70 UI/L) des différents lots intoxiqués (lot 2, 3,4,5,6) par rapport a celle du
lot 1 (83,50 + 20,57 UI/L) (Figure 16).

Au 28°™ jour, le traitement des rats avec le N-Acétylcystéine a la dose de 100 mg/kg de Pc
et ’extrait du MTA aux doses de 100, 200,400 mg/kg de Pc a généré une diminution du taux
de ASAT (45,4 £ 1,7071, 50,80 + 1,657, 46.7,00 + 1,02, 37,7 + 1,6 1UI/L) par rapport a celui
du lot témoin intoxiqué et non traité (101,20 £ 3,707UI/L) avec un taux de significativité tres
¢levé (P < 0,0001). Par ailleurs, le traitement des lots (4, 5 et 6) avec les différentes doses de
I’extrait du MTA au 28 a révélé des valeurs sensiblement égales a celle du lot 3 (N-
acétylcystéine), on note que les différences entre ces concentrations sont non significatives. Ce
qui n’est pas observé au niveau du lot 2 (témoin non traité). Aussi, au 28 jour une différence
significative (P < 0,0001) est observée au niveau des lots ayant récu la dose de N-Acétyl et les
doses du MTA par rapport a ceux du lot 1 a jour 0.

Concernant ALAT au jour 0, la valeur des parametres des rats non intoxiqués des lots
(2 ,3,4, 5 et 6) n’a pas varié significativement contrairement au lot 1.

Cependant, au 14°m°
significative (p < 0,0001) de la concentration de ALAT (67,2 + 22,51 ; 82,50 + 34,13 ; 89,4 +
30,70 ; 81,50 + 30,58 ; 71,40 + 26,28 UI/L) des différents lots intoxiqués (lot 2, 3,4,5,6) par
rapport a celle du lot 1 (50,25 + 18,11 UI/L) (Figure 17).

jour, ’administration du paracétamol a provoqué une augmentation

Au 28 jour, le traitement des rats avec le N-acétylcystéine (100 mg/kg de Pc) et I’extrait
du MTA aux doses de 100, 200,400 mg/kg de Pc, présente une diminution du taux de ALAT
(49,10 + 18,53 ; 60,7 £ 30,24 ; 54,7 £ 19,65 ; 49,10 £ 17,071 UI/L) par rapport a celui du lot
témoin intoxiqué et non traité (67,2 £ 22,51 UI/L) avec un taux de significativité tres élevé (P
<0,0001). Par ailleurs, le traitement des lots (4,5 et 6) avec des différentes doses de 1’extrait du
MTA au 28 a révélé des valeurs sensiblement égales a celle du lot 3 (N-acétylcystéine) et a
celui du lot 2 (témoin non traité), et les différences observées entre ces concentrations sont non
significatives. En outre, au 28°™ jour une différence significative (P < 0,0001) est observée
chez les lots ayant récu la dose de N-Acetyl et les différentes doses du MTA comparativement

a ce qui est observé chez les animaux du lot 1 a jour 0.
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Figure 16 : Variation de I’activité¢ de ASAT apres traitement des rats intoxiqués avec le MTA
et N-acétylcystéine
Les valeurs exprimées représentent la moyenne = ESM, avec n =4 ; *** P < 0,001 ;****p <

0,0001.
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Figure 17 : Variation de I’activit¢ de ALAT apres traitement des rats intoxiqués avec le MTA
et N-acétylcystéine

Les valeurs exprimées représentent la moyenne £ ESM, avec n =6 ; **** p < (,0001

3-5-3. Effet du MTA sur ’activité enzymatique des Phosphatases Alcalines (PAL)
Les résultats du dosage des phosphatases alcalines sont représentés sur la figure 18.
Au jour 0, P’activité de PAL des rats non intoxiqués des lots (1,2 ,3,4, et 6) n’a pas varié¢
significativement
Au 14°™ jour, ’administration du paracétamol a entrainé une augmentation significative (p

<0,0001) de I’activité de PAL (41,5 + 17,23 ; 42,4+ 17,60 ; 39,50 + 15,78 ; 37,7 £ 15,6 ; 38,50
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+ 15,76UI/L) des différents lots intoxiqués (lot 2, 3,4,5,6) comparativement a celle du lot 1
(21,50 £ 8,737UI/L) (Figure 18).

Au 28°™ jour, le traitement des rats avec le N-acétylcystéine a la dose de 100 mg/kg de Pc
et extrait du MTA aux doses de 100, 200,400 mg/kg de Pc a géneré une forte diminution du
taux de PAL (13,38 £2,11; 12,77+ 1,81 ;12,92 £2,00 ;13,46 + 2,1UI/L) par rapport a celui du
lot témoin intoxiqué et non traité (41,50 = 17,23UI/L). Par ailleurs, le traitement des lots (4 ;
5 et 6) avec des différentes doses de I’extrait du MTA au 28°™ a révélé des valeurs sensiblement
¢gales a celle du lot 3 (N-acétylcystéine), on note que les différences entre ces concentrations
sont non significatives, ce qui n’est pas observé au niveau du lot 2 (témoin non traité). Aussi,
au 28°™ jour une différence significative (p < 0,05) est observée au niveau des lots ayant récu

la dose de N-Acetyl et les doses du MTA par rapport a ceux du lot 1 a jour 0.

2

> 50+ N

< Bl Lot 1 (eaudistillée)

0 - L
=40~ -_ = LoF 2 (intoxiqué et non
9 traité)

% 30

% =3 Lot 3 (N-Acetyl)

g 20 . =1 Lot 4 (100 mg/Kg PC)
SCE) =3 Lot 5 (200 mg/Kg PC)
=107 Bm Lot 6 (400 mg/Kg PC)
[0

> Jo J140 J28

2

Figure 18 : Variation de I’activit¢ de la Phosphatase Alcaline apres traitement des rats

intoxiqués avec le MTA et N-acétylcystéine

Les valeurs exprimées représentent la moyenne + ESM, avec n =6 ; * p <0,05

3-5-4. Effet du MTA sur ’activité enzymatique de Gamma Glutamyl Transférases
Les résultats du dosage des Gamma glutamyl Transférases sont représentés sur la figure 19.
Au jour 0, la concentration de Gamma des rats non intoxiqués des lots (1,2 ,3,4, et 6) n’a
pas vari¢ significativement
Au 14°™ jour, 1’administration du paracétamol a entrainé une augmentation de la

concentration de Gamma (41,5 + 17,23 ; 42, £ 17,60 ; 39,50 + 15,78 ; 37,7 £ 15,6 ; 38,50 +
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15,76UI/L) des différents lots intoxiqués (lot 2, 3,4,5,6) comparativement a celle du lot 1 (21,50
+ 8,737UI/L) (Figure 19).

Au 28°™ jour, le traitement des rats avec le N-acétylcystéine (100 mg/kg de Pc) et
I’extrait du MTA aux doses (100, 200,400 mg/kg de Pc), a révélé une diminution du taux de
Gamma (13,38 £2,11 ;12,77 1,81 ; 12,92 £ 2,00 ; 13,46 + 2,1UI/L) comparativement au
témoin intoxiqué et non traité (41,50 £ 17,23UI/L). Par ailleurs, le traitement des lots (4, 5 et
6) avec des différentes doses de 1’extrait du MTA au 28°™ a révélé des valeurs sensiblement
¢gales a celle du lot 3 (N-acétylcystéine), on note que les différences entre ces concentrations
sont non significatives, comparativement au lot 2 (t¢émoin non traité). Aussi, au 28 jour une
baisse est observée au niveau des lots ayant régu la dose de N-Acetyl et les doses du MTA

comparativement au lot 1 a jour 0.
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Figure 19 : Variation de I’activité de Gamma Glutamyl aprés traitement des rats intoxiqués

avec le MTA et N-acétylcystéine

Les valeurs exprimées représentent la moyenne = ESM, avec n =6

3-5-5. Effet du MTA sur la concentration des bilirubines
Les résultats du dosage des bilirubines sont représentés sur les figures 20 et 21.

Au jour 0, la concentration de la bilirubine totale des rats non intoxiqués des lots (1, 2, 3, 4,
5 et 6) sont similaire.

Au 14°™¢ jour, ’administration du paracétamol a entrainé une augmention de la
concentration de bilirubine totale (0,935 +0,0789 ; 7,333 £2,87; 9,27 + 3,41; 8,09 +2,90; 7,48
+2,87; 6,50 £ 1,50 mg/L) des différents lots intoxiqués (lot 2 ;3 ;4 ; 5 ; 6) comparativement
a celle du lot 1 (0,935 + 0,0789 mg/L) (Figure 20).
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Au 28°™ jour, le traitement des rats avec le N-acétylcystéine (100 mg/kg de Pc) et I’extrait
du MTA aux doses (100 ; 200 ; 400 mg/kg de Pc), a révélé une légere diminution du taux de
bilirubine totale (6,77 = 1,12 ; 5,92 + 1,707; 6,69 £ 0,30 ; 4,35 + 0,24 mg/L) comparativement
au lot témoin intoxiqué et non traité (7,333 + 2,87 mg/L). De plus, le traitement des lots (4 ;
S5et 6) avec des différentes doses de I’extrait du MTA au 28°™ a montré des valeurs
sensiblement égales a celle du lot 3 (N-acétylcystéine), on note que les différences entre ces
concentrations sont non significatives. Ce qui n’est pas observé au niveau au lot 2 (t¢émoin non
traité). Aussi, au 28°™ jour une proportionnalité a été observée chez rats des lots ayant récu la
dose de N-Acetyl et les doses du MTA comparativement a ceux du lot 1 a jour 0.

Les résultats du dosage de la bilirubine conjuguée sont représentés sur la figure 21

Au jour 0, la concentration de la bilirubine conjuguée des rats non intoxiqués des lots (1 ;
2;3;4;5 et6)sont similaires.

Au 14°™ jour, I’administration du paracétamol a entrainé une légére augmentation de la
concentration de la bilirubine conjuguée (1,65 + 0,091 ; 3,55+ 0,52 ;2,95 + 0,009 ; 2,65 £ 0,09
et 1,86 £ 0,063mg/L) des différents lots intoxiqués (2 ; 3; 4; 5 et 6) comparativement au lot 1
(0,82 + 0,08 1mg/L) (Figure 21).

Au 28°™ jour, le traitement des rats avec le N-acétylcystéine (100 mg/kg de Pc) et I’extrait
du MTA a différentes doses (100, 200,400 mg/kg de Pc) avec des valeurs (1,84+ 0,087 ; 1,28
+0,123;1,29+0,171 ; 1,62 £ 0,05 mg/L) sont égales a celle des valeurs du lot témoin intoxiqué
et non traité (1,65 £ 0,091mg/L). En effet, le traitement des lots (4 ; 5 et 6) avec des différentes
doses de D’extrait du MTA au 28°™ a révélé des valeurs similaires a celle du lot 3 (N-
acétylcystéine), par conséquent les différences entre ces concentrations sont non significatives.
Aussi, au 28°™ jour une légére différence a été observée chez les rats du lot 3 ayant récu la dose

de N-Acetyl et les doses du MTA comparativement a ceux du lot 1 a jour 0.
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Figure 20 : Variation de I’activité de la Bilirubine Totale aprés traitement des rats intoxiqués

avec le MTA et N-acétylcystéine

=
]

w0
1
1

(%]
1

[y
1

>
1

T
Jo J140

Activité de de la bilirubine conjuguée (mg/l)

J28

pooo0 mn

Lot 1 ( eau distillée)

Lot 2 (intixiqué et non
traité)

Lot 3 (N-Acetyl)

Lot 4 (100 mg/Kg PC)
Lot 5 (200 mg/Kg PC)
Lot 6(400 mg/Kg PC)

Figure 21 : Variation de la Bilirubine Conjuguée apres traitement des rats intoxiqués avec le

MTA et N-acétylcystéine

3-6. Discussion partielle

Les affections hépatiques graves résultent d’une variété d’interactions entre les facteurs

métaboliques et environnementaux. Elles sont caractérisées par une altération de la structure et

des fonctions hépatiques, a 1’origine qui ont des conséquences sur 1’organisme. Dans cette

¢tude, I’activité hépatoprotectrice d’un MTA issu de la médecine traditionnelle ivoirienne, a été

¢valuée chez le rat intoxiqué par le paracétamol.
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L’induction de 1’hépatotoxicité par le paracétamol a révélée une augmentation tres
significative (p <0,0001) de I’activité des transaminases glutamo-oxaloacétique (ASAT) et
glutamo-pyruvique (ALAT). De plus, ’augmentation des taux de la phosphatase alcaline
(PAL), et celle de la bilirubine totale ont été également tres significative (p <0,0001) chez les
rats intoxiqués et non traités comparativement aux rats témoins non intoxiqués. En outre, les
résultats montrent aussi qu’il y a une augmentation des taux de protéines totales chez ces mémes
rats intoxiqués. L.’augmentation de ces paramétres biochimiques dans le sang est la preuve que
le paracétamol a provoqué des lésions hépatocytaires dont 1’'une des conséquences est la
libération des enzymes intracellulaires a la suite de la destruction des cellules hépatiques.

Les résultats obtenus des rats traités de fagon préventive par I’extrait du MTA puis
intoxiqués avec le paracétamol montrent que ces extraits de MTA ont réduit les effets
hépatotoxiques du paracétamol. En effet I’extrait médicamenteux a diminué I’activité des
transaminases (ASAT, ALAT) des rats intoxiqués traités. En effet 1’effet hépatoprotecteur du
MTA serait certainement di aux flavonoides se trouvant dans les feuilles de Terminalia
catappa. Selon Lin et al., (1999) et Chen et al., (2006) les composés tel que les flavonoides
auraient une activité hépatoprotectrice a travers leur action antioxydante. Cette activité
hépatoprotectrice pourrait également étre due a un bioflavonoide issu des feuilles de
Combretum micranthum, cette molécule notamment la vitexine isolée respectivement par Tine
et al., (2021) et Lei et al., (2022). Par ailleurs ces auteurs ont montré que la vitexine qui est un
¢llagitanin réduit le taux de ALAT et de ASAT, diminue également I’infiltration des
lymphocytes T inflammatoires et des CD4. De plus les taux de la phosphatase alcaline (PAL),
des protéines totales et de la bilirubine totale ont ét¢ baissés chez les animaux traités au MTA
comparativement aux rats intoxiqués et non traités. Nos travaux concordent a ceux de
Bruneton, 1993, qui a mené une étude sur les feuilles de Terminallia Catappa et ont révélées
lespropriétés astringentes des tanins luttent contre les infections du fait de leur capacité a
complexer les macromolécules, en particulier les protéines : enzymes digestives et autres,
protéines fongiques ou virales. Ce qui serait notre cas avec cette solution de MTA
Par ailleurs, 1’extrait du MTA est beaucoup plus actif a 400 mg/kg. Ainsi, la réduction
significative (p < 0,0001) de I’activité des transaminases (ASAT et ALAT) par I’extrait
médicamenteux a cette concentration (400 mg/kg) du MTA est une indication non seulement
de la stabilisation des membranes des hépatocytes, mais aussi de la réparation du tissu
hépatique, provoqués par le paracétamol. Ces résultats confirment les travaux de ces

chercheurs (LIN & coll., 2001) ont montrés ’activité antioxydante de Terminalia catappa qui
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pourrait éventuellement justifier son utilisation dans les affections hépatiques notamment dans
les hépatites virales.

A T’instar du N-Acétylcystéine, le traitement avec I’extrait du MTA entraine une diminution
des taux de protéines totales chez ces animaux, indiquant ainsi une reprise du fonctionnement
normal des hépatocytes. De plus I’activité antivirale de Combretum micranthum sur les virus
de I’herpés simplex (type 1 et 2) a été attribuée aux tanins (Ferrea & coll.,1993) serait également
une preuve de I’éfficacité de notre MTA

Malgré cette activité observée, I’extrait du MTA n’a pas eu d’effet sur la bilirubine
conjuguée et le gamma glutamyl transférase. En effet, la bilirubine totale est le produit de
dégradation de I’hémoglobine des globules rouges et cette activité serait due a une hémolyse.

En ce qui concerne les poids relatifs du foie, il faut noter que les plus faibles ont été

enregistrés chez les rats traités respectivement avec le MTA et le N-acétylcystéine a la dose de
I’extrait du MTA maximale de 400 mg/kg PC et 100 mg/kg PC pour le N-acétylcystéine. Ces
résultats sont conformes avec ceux de Gargouri et al., (2023). Les données obtenues indiquent
¢galement que les rats qui ont été intoxiqués uniquement par le paracétamol sans traitement ont
subi une augmentation de leurs foies.
L’intoxication au paracétamol a généré un changement des caractéristiques que sont la couleur,
la texture et la consistance du foie. Nos études sont similaires a celles de Fleurenti &Joyeux
(1990) qui ont montré une atteinte du foie a partir d’une intoxication. Cependant
I’administration de I’extrait médicamenteux, a regénéré la couleur, la texture et la consistance
du foie. Ces résultats sont identiques a ceux de Felmann (1989) qui a montré 1’action des extraits
de plante sur les caractéristiques macroscopiques du foie intoxiqué.

D’autre part, les études réalisées apres traitement ont révélées une augmentation
significative des taux des globules rouges, des globules blancs, de 1’hématocrite, des
hémoglobines et des plaquettes sanguines par rapport aux valeurs avant I’induction. La quantité
¢lévée de globules blancs et de taux d’hémoglobine dans notre étude pourrait étre due a une
stimulation du systéme immunitaire par 1’extrait du MTA qui favoriserait une production des
cellules de ’immunité (Fahim ez al., 2012). Le taux ¢levé de plaquettes sanguines stimulé par
I’extrait du MTA, pourrait étre dii au fait que ces dernicres sont des cellules sentinelles qui
contribuent de manicre non négligeable a I’'immunité anti-infectieuse (Chabert et al., 2017). Le
taux de I’hémoglobine est resté sensiblement stable et ceux des globules rouges et de
I’hématocrite ont augmenté. Selon Etame et al. (2017) le traitement avec Terminalia catappa a
révelé une diminution des taux de TCMH (teneur en hémoglobine des globules rouges) et de

VGM (volumes globulaire moyen) ont baiss¢ apres le traitement avec le MTA.
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L’augmentation des taux des globules rouges, de I’hémoglobine, de I’hématocrite, CCMH
et des plaquettes et la dimunition des taux de VGM et la TCMH ont été observé apres le
traitement au MTA cela montre que le MTA pourrait avoir une bonne activité sur le systéme
immunitaire (Muttaka et al., 2016).

3-7. Conclusion partielle
Cette étude a montré un effet hépatoprotecteur potentiel de notre extrait de MTA chez
les rats atteints d’hépatotoxicité induite. Cette bonne propriété justifie 1’utilisation des plantes

en médecine traditionnelle pour le traitement des affections li¢es au foie.
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Conclusion et perspectives

La connaissance des propriétés médicinales des plantes traditionnelles est un enjeu
important pour la santé publique dans le monde et surtout en Afrique ou elles sont les plus
utilisées. Les plantes généralement renferment des composés chimiques agissant comme
cofacteur dans les métabolismes cellulaires pour faciliter les réactions biochimiques dans
I’organisme. Ce travail avait pour but d’évaluer les effets curatifs de I’extrait d’'un MTA sur
I’hépatotoxicité induites expérimentalement chez les rats.

Le screening phytochimique de 1’extrait du MTA a mis en évidence la présence les differents
composé¢ chimiques. Aussi I’¢tude de la toxicité aigiie a confirmé que I’extrait du MTA est bien
toléré par chez les rats, ¢’est d’ailleurs ce qui pourrait expliquer son usage trés multiple dans le
monde rural. L’extrait du MTA a une dose 1étale 50 (DL5s0) supérieur 5000 mg/Kg PC de ce
fait le MTA est classé dans la catégorie des substances non toxiques par voie orale.
L’administration du paracétamol a entrainé au niveau hépatique, des modification significatives
des paramétres biochimiques et hématologiques chez les rats intoxiqués.
Le traitement curatif des rats intoxiqués avec I’extrait du MTA a induit une amélioration des
valeurs des différents parametres. Cette amélioration a permis de vérifier le bon état de
fonctionnement du foie qui est affecté par I’hépatite.
Ce travail a montré que ce MTA pourrait étre utilis€¢ pour prévenir les atteintes hépatiques.

En recommandations, le MTA devait étre utilisé aux doses modérées (< 5000 mg/Kg PC)
dans le traitement de 1’hépatopathie due a I’intoxication médicamenteuse au paracétamol.
De nos résultats, de nouvelles orientations d’investigation sur le MTA se dégagent constituant
des ¢lements qui feront 1’objet des prochains travaux : Nous souhaiterions ainsi
e Faire des coupes histologiques du foie.
e Procéder a une transformation du Médicament Traditionnel Amélioré (MTA) sous la forme
de gélule.
e Evaluer la toxicité cellulaire et la biotolérance de ’extrait du MTA sur le foie, reins, la rate.

e Isoler et purifier les principes actifs de ce MTA impliqué dans I’hépatoprotection.
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ABSTRACT

The use of plants for therapeutic purposes is very old. Even today, they are used by a fraction of the world's
population. This work focused on the phytochemical sorting and the evaluation of the acute toxicity of an Ivorian
phytomedicine "ABRAHAM" used in the treatment of hepatitis B, in Wistar albino rats. To do this, the
phytomedicine ABRAHAM was administered, in a single dose, orally to four groups of rats, at doses of 500, 1000,
2000 and 5000 mg/kg of body weight. The animals were observed for 14 days. Subsequently, the main chemical
compounds as well as hematological and blood biochemical parameters were studied. Phytochemical screening
revealed the presence of polyphenols, flavonoids, tannins, quinones, polyterpenes and sterols, alkaloids and
saponins. Moreover, the phytomedicine does not significantly disturb the hematological parameters consisting of
the rate of red blood cells, white blood cells, blood platelets and hemoglobin. Finally, ABRAHAM had no adverse

effect on hepatic, renal markers and serum lipid profile of treated rats.

KEYWORDS: Toxicity, ABRAHAM, rat, hematological, biochemical.

INTRODUCTION

The plant is a living organism constituting a fundamental
link in the biological cycle of other living organisms
including the human species (Madi, 2010). It has always
been a source of nourishment but can also relieve or even
cure certain illnesses. The use of medicinal plants in the
treatment of pathologies dates back several millennia. It
is now experiencing growth in most countries in the
world despite the development of synthetic drugs (Kroa
et al., 2014). In all developing countries including Cote
d'lvoire, the use of medicinal plants is the most used
means of solving public health problems, especially in
rural areas. According to the World Health Organization
(WHO), more than 80% of the African population uses
traditional medicine for their primary health care due to
their proximity and accessibility (WHO, 2002).
Traditional medicine benefits from the image of
alternative medicine because the substances used,
particularly plants, are considered natural treatment
products devoid of any risk. However, recent studies
have shown that herbal medicine is not always risk-free.

Indeed, several reports worldwide report serious side
effects recorded following the use of certain medicinal
plants (Kandé et al., 2018). The use of these plants is
therefore sometimes the cause of toxicity or interaction
problems that can cause therapeutic failures (Owens et
al.,, 2014). These therapeutic failures are due to
disruptions in the metabolism of different organs and can
even cause death (Najem et al., 2018). In reality, nature
is home to a range of toxic plants, including poisonous
and hallucinogenic plants, capable of causing serious
symptoms (Najem et al., 2018). Safety and harmlessness
are therefore important criteria to take into account
before administering herbal products. In lvory Coast,
ethnobotanical surveys made it possible to draw up a
non-exhaustive list of plant species used in traditional
medicine by the populations (Dro et al., 2013). Also, a
significant number of works on the biological,
pharmacological and phytochemical properties of plants
from traditional lvorian medicine have been carried out.
The data provided by these studies made it possible on
the one hand to explain the therapeutic action and on the
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other hand to confirm the use of these different plants in
traditional medicine. However, the area of evaluating the
quality and safety of traditional medicines sold on the
Ivorian market remains little explored. The scientific
valorisation of traditional medicine must lead in
particular to the development of plant-based medicines
whose safety, effectiveness and quality are certified
(WHO, 2004). It is in this context that the present work
takes place, which aims to study the biotolerance of a
phytomedicine from the Ivorian pharmacopoeia used in
the treatment of hepatitis B.

MATERIALS AND METHODS

1.1. Plant material

The plant material is composed of a phytomedicine
“Abraham”. It is an improved traditional medicine based
on medicinal plants.

1.2. Animal material

For this study, rats of the species Rattus norvegicus of
the Wistar strain and with an average mass of 92 g were
used for the experiment. The rats were provided by the
animal facility of the Laboratory of the UFR of
Pharmaceutical and Biological Sciences of the Félix
Houphouét Boigny University of Abidjan. A total of
fifteen (15) rats were randomly distributed into five
groups of three (3) animals, including four (4) test
groups and a control group. The animals were
conditioned at animal room temperature (20-25 °C) with
a humidity level of 75 % and a photoperiodicity of 12/24
hours. The diet consisted of IVOGRAIN® granules and
the rats were provided with tap water continuously in the
feeding bottles. The experimental protocol and animal
handling procedures were carried out according to good
laboratory practices (OECD, 1998). Figure 2 shows a rat
from the animal facility of the Laboratory of the UFR of
Pharmaceutical and Biological Sciences of the Félix
Houphouét Boigny University of Abidjan.

1.3. Chemical products

Cooper ether for rat anesthesia, a Creatinine/Alkaline
picrate kit (BIOLABO), a Cholesterol
oxidase/peroxidase kit (BIOLABO) for the determination
of cholesterol, a colorimetric enzymatic GPO-POD
Triglycerides kit (BIOLABO) for the measurement of
triglycerides, a Cholesterol-HDL kit (BIOLABO) direct
method for the determination of HDL, an AST/TGO
IFCC kit (BIOLABO) for the evaluation of transaminase
activity Aspartate aminotransaminase, an ALT/TGP
IFCC kit (BIOLABO) for the evaluation of activity
transaminases Alanine aminotransaminase. As well as
the chemicals used to carry out phytochemical analyses.

1.4. Qualitative phytochemical analysis

Research of sterols and polyterpenes

Sterols and polyterpenes were sought by the Liebermann
reaction. Five (5) ml of each of the three extracts were
evaporated on a sand bath. The residue is dissolved hot
in 1 ml of acetic anhydride; we added 0.5 ml of
concentrated sulfuric acid to the triturate. The

appearance, at interphase, of a purple or violet ring,
turning blue then green, indicated a positive reaction.

1.4.1. Research of polyphenols

The reaction with ferric chloride (FeCls) made it possible
to characterize the polyphenols. To 2 ml of each extract
(etheric, methanolic and aqueous), we added a drop of 2
% alcoholic solution of ferric chloride. The appearance
of a more or less dark blue-blackish or green color was a
sign of the presence of polyphenols.

1.4.2. Research of flavonoid

Flavonoids were investigated by the cyanidin reaction.
Two (2) ml of each extract were evaporated and the
residue was taken up in 5 ml of hydrochloric alcohol
diluted twice. By adding 2 to 3 magnesium shavings,
heat is released followed by a pink-orange or purplish
color. The addition of 3 drops of isoamyl alcohol
intensified this coloring which confirmed the presence of
flavonoids.

1.4.3. Research of tannins

Catechic tannins were investigated using Stiasny's
reagent. Five (5) ml of each extract were evaporated to
dryness. After adding 15 ml of Stiasny's reagent to the
residue, the mixture was maintained in a water bath at 80
°C for 30 min. The observation of a precipitate in large
flakes characterized the catechic tannins. For gallic
tannins, we filtered the previous solution. The filtrate is
collected and saturated with sodium acetate. The addition
of 3 drops of FeCI3 would cause the appearance of an
intense blue-black color, a sign of the presence of gallic
tannins.

1.4.4. Research of free or combined quinones
Quinonic  substances were searched for using
Bornstraégen's reagent. Two (2) ml of each of the 3
extracts were evaporated to dryness. The residue is
triturated in 5 ml of 1/5 hydrochloric acid. The triturate is
poured into a test tube. It is then brought to a water bath
for 30 min. After cooling, it is extracted with 20 ml of
chloroform. Ammonia diluted 2 times (0.5 ml) was
added to the chloroform solution. A red or purple color
was a sign of the presence of quinones.

1.4.5. Research of alkaloids

The alkaloids were characterized using Buchard's
reagents (iodo-iodide reagent) and Dragendorff's
reagents (potassium iodobismuthate reagent). Six (6) ml
of each solution were evaporated to dryness. The residue
is taken up in 6 ml of 60° alcohol. The addition of 2
drops of Dragendorff's reagent to the alcohol solution
caused a precipitate or an orange color. Adding 2 drops
of Buchard's reagent to the alcohol solution caused a
reddish-brown precipitate and indicated a positive
reaction.

1.4.6. Research of saponosides
To look for saponosides, we poured 10 ml of the total
aqueous extract into a test tube. The tube was shaken for
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15 s then left to rest for 15 min. A persistent foam height
greater than 1 cm indicated the presence of saponosides.

1.5. Study of the acute toxicity of the improved
traditional medicine

1.5.1. Determination of the concentration of the
phytomedicine

To determine the concentration of the medicinal solution,
a known volume of the oral suspension of the remedy is
transferred into an aluminum or porcelain basin. The
bowl is then introduced into an oven for drying for a few
days at a temperature of 50°C. The dry extract obtained
is weighed on an electronic balance to determine its
mass. The mass of the dry extract obtained makes it
possible to calculate the concentration of the extract in a
suspension can. Thus, for a 500 ml solution contained in
the can, we obtained, after drying and weighing, 15.629
mg. The concentration is obtained according to the
following formula:

[ C=m/NC = [5629/500 = 3126 mg'ml C= 31.26 mp'ml ]

With:

m: the mass of the extract (mg);

C: the concentration of the extract (mg/ml) and
V: the volume of the extract (ml).

1.5.2. Calculation of the volume of solution to
administer to rats
It was determined according to the following formula:

With:

m: the mass of the subject (mg)

D: the dose used (mg/g body weight);

C: the concentration of the extract (g/ml) and
V: the volume of the extract (ml).

1.5.3. Experimental protocol

The acute toxicity study was conducted in accordance
with OECD Guideline No. 423 (2001). The rats were
fasted for 24 hours before oral administration of the
product. After identification by marking and weighing of
the rats, five batches of three rats each were made. These
rats were subjected to different treatments. Thus, the
animals from batch 1 were treated with distilled water (2
ml/100 g). As for the rats in batches 2, 3, 4 and 5, they
were treated with the phytomedicine at respective doses
of 500, 1000, 2000 and 5000 mg/kg. Individual
observations were made every thirty minutes for the first
four hours then every morning between 9 and 10 a.m.
over 14 days. These observations included piloerection,
aggression, mobility, alertness, stool status, vomiting and
mortality. The influence of the different doses

administered was assessed based on hematological and
blood biochemical data.

1.5.4. Blood sample

Blood samples were taken on the 14th day (D14) of the
experiment. In animals anesthetized with ether, blood
was collected using a pipette that was slowly introduced
into the medial or lateral angle of the eye (Van et al.,
1998). For analysis purposes, blood was collected in a
dry tube and a tube containing ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) and transported to the laboratory
for analysis. The blood contained in the dry tubes was
used for biochemical tests and that contained in the tubes
containing EDTA were used for hematological analyses.

1.5.5. Hematological analyzes

The blood count was carried out immediately from the
samples on EDTA tubes by the URIT-2900® automatic
analyzer.

The cell counting principle of the URIT-2900 automaton
is based on the variation of impedance. Thus, when a
quantity of 10 ul of whole blood is aspirated, the cells
pass through a calibrated orifice. A direct current field is
applied on either side of this orifice. The cell does not
have the same conductivity as the medium surrounding
it, its passage through the orifice causes a modification
of the current established between the two electrodes.
This current difference is recorded, which allows them to
be counted each time a cell passes. In addition, the
current difference being proportional to the volume of
the particle, this is measured at the same time as the
counting. Volume is therefore a criterion for
differentiating populations of blood cells since platelets
and red blood cells on the one hand and leukocytes on
the other have distinct volumes most of the time.

In the white blood cell measurement chamber, the
sample remains for 10 seconds then the size and number
of leukocytes are determined by impedancemetry. In the
red blood cell measuring chamber, the size and number
of erythrocytes and thrombocytes are also determined by
the same method. From the measured values, the other
parameters are calculated in the automaton
microprocessor. During the incubation time, erythrocytes
are dissolved under the influence of Ilysis and
hemoglobin is released and then transformed into
methemoglobin. A portion of the sample from this
chamber is introduced into the hemoglobin flow trough.
The  hemoglobin  concentration is  measured
spectrophotometrically.

Before carrying out the count, the blood samples are well
homogenized by successive and delicate inversion in
order to avoid the formation of microclots. Manually, the
sample tubes are presented vertically to the needle of the
machine and it is activated on the aspiration button. The
sample tube is then withdrawn vertically once the
aspiration needle exits the sample. The machine carries
out a complete analysis of the hematological parameters
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of a sample after one minute to 35 seconds. The URIT-
2900 device is connected to a graphics printer which
transcribes the results onto paper.

1.5.6. Dosage of biochemical parameters

Blood from the dry tubes was centrifuged at 4000 rpm
for 10 minutes. The serum obtained allowed the
determination of some biochemical markers of certain
vital organs such as the liver and kidneys. Thus, the
transaminases which are Alanine aminotransferase
(ALT) and Aspartate aminotransferase (ASAT), total
cholesterol, triglycerides and HDL cholesterol
constituted the hepatic markers. Creatinine was used to
assess renal functions.

1.5.6.1. Measurement of alanine aminotransferase
activity

The amine group is enzymatically transferred by alanine
aminotransferase (ALT) present in the sample from
Alanine to the carbon atom of 2-oxoglutarate producing
pyruvate and L-glutamate. Pyruvate is reduced to lactate
by LDH present in the reagent with simultaneous
oxidation of NADH to NAD. The reaction is followed by
measuring at 340 nm, the decrease in absorbance due to
the oxidation of NADH to NAD+. This decrease is
proportional to the activity of Alanine Aminotransferase
present in serum by the kinetic method (Gella et al.,
1985).

ALAT

L-Alanine + 2-Oxoglutarate  ee———  10vale = L-Glutamate
: LDH .
Pymavate + NADH + H+ L-Lactate = NAD-

1.5.6.2. Measurement of aspartate aminotransferase
activity

The amine group is enzymatically transferred by
Aspartate  Aminotransferase (ASAT) present in the
sample from Aspartate to the carbon atom of 2-
oxoglutarate producing oxaloacetate and L-glutamate.

ASAT
L.Aspartate + 2-Oxoghilnrate  eo—

Oxaloacetate +L-Glutamate

The reaction is followed by measuring at 340 nm, the
decrease in absorbance due to the oxidation of NADH to
NAD+. This decrease is proportional to the activity of
Aspartate  Aminotransferase present in serum by the
kinetic method (Gella et al., 1985).

MDH
———

Oxaloacetate = NADH = H+ L-Malate + NAD+

1.5.6.3. Creatinine dosage

The creatinine present in the sample reacts with picric
acid in an alkaline medium, to give a colored complex.
The rate of formation of this complex is measured in
short initial periods, thus avoiding interference from

other compounds by the colorimetric method (Bartels &
Bdhmer, 1971).

Alkaline

Creafinine + picric acid ~ eeec—) 0lorfil complex

1.5.6.4. Dosage of HDL cholesterol

The direct HDL cholesterol assay is a seamless method
for directly measuring HDL cholesterol concentrations in
serum or plasma without the need for off-line
pretreatment or centrifugation steps. The method is in a
two-reagent format and depends on the properties of a
single detergent, as shown. This method is based on
accelerating the reaction of cholesterol oxidase (CO)
with unesterified non-HDL cholesterol and dissolving
the HDL selectively using a specific detergent. In the
first reagent, unesterified non-HDL cholesterol is
subjected to an enzymatic reaction and the generated
peroxide is consumed by a peroxidase reaction with
DSBmT giving a colorless product. The second reagent
consists of a detergent capable of solubilizing HDL
specifically, a cholesterol esterase (CE) and a color
coupler to develop color for the quantitative
determination of HDL cholesterol. This process can be
referred to as the selective detergent and accelerator
methodology (Barr et al., 1951).

HI ] Unreactive LDL

HDLIDL s\ ccelerstor + CO Unseactive LD

VLDL DSBmT - Perovidase VLDL, Chylomicrons
HD Specific HDL deserpert . Distubed HDL

HDL Colesterol —TH’ Ad Colesterona +H202

co

Peroxidase

HiAks = DSBmT + 4-AAP

Color development

1.5.6.5. Total cholesterol measurement

The total cholesterol (TC) level is quantified according
to the method of Fasce et al. (1982). It is measured after
enzymatic hydrolysis then oxidation. The quinoneimine
indicator is formed from hydrogen peroxide and 4-
aminoantipyrine in the presence of phenol and
peroxidase. The enzymatic determination is carried out
according to the following reactions:

Chedesterot esterase

Cholkestesol esters + HiD —— Cholesterol + Fatty scid

Cholkesterol oxpdase

Cholesteral + O »  Cholesten-dome -3+ H,0;

Peroxidase

mhpyne ——»  Pink quincaemne
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The amount of quinoneimine formed is proportional to
the cholesterol concentration. The optical densities are
read at a wavelength equal to 505 nm (500-550) after
incubation for 5 min at 37 °C. The coloring remains
stable for 30 min.

1.5.6.6. Triglyceride dosage

The determination of triglycerides (TG) is done
enzymatically. Through the action of specialized lipases,
lipoprotein lipase (LPL), triglycerides are hydrolyzed
into glycerol and free fatty acid. Glycerol is then
converted to glycerol-3-phosphate (G3P) and adenosine
diphosphate (ADP) by glycerol kinase and ATP. G3P is
then converted by glycerol phosphate dehydrogenase
(GPO) to Dihydroxy-acetone (DAP) and hydrogen
peroxide (H,0,). The latter reacts with 4-
aminophenazone (4-AP) and p-chlorophenol in the
presence of peroxidase (POD) giving a compound
colored red. The reaction scheme is as follows:

Triglycerides  LPOPRCT IS | Ghverad + Fary acid
Glycerokmase, Mg+
Glyerol +ATP —— 5 Glycerod-2P = ADP
Glycerol-3-Phospate amdase
Glycerl-3-phosphate + 0 »  H.0y+ Dilwdrexymcetone.P
H202 + Amino-4-Astgryrine + Chdoco-+-phienol +»  Pink Qunone - H20

The concentration of colored quinone (pink) measured at
505 nm (500-550) is directly proportional to the quantity
of TG contained in the sample (Fossati et al., 1982).

1.6. Statistical analysis

The statistical study was carried out using the XLSTAT-
PRO 7.1 statistical analysis computer software. Results
were analyzed using Dunnett's post hoc tests combined
with one-way ANOVA. Values are given as means
followed by the standard error of the mean. The different
statistical tests are considered significant when p < 0.05
and very significant when p < 0.01.

RESULTS

3.1. Phytochemical sorting

The phytochemical test made it possible to highlight the
presence of families of chemical compounds in our
extract. We noted the presence of alkaloids, flavonoids,
polyphenols, quinones, saponosides, sterols and tannins.
The results of this study are recorded in Table I.

Table I: Some qualitative constituents of the improved traditional medicine.

Samples

Sterols (Polyter-
bolts)

Polyphenols

Tannins

Flavo-noids

cat

gal

Quinones

Alkaloids

Bou

Dra

Saponosides

Reactions

+

++

++

++

+

+

+

++

cat: catechisms gal: gallic Bou: Bouchardat Dra:
Dragendorff

-2 Absence of the desired substance

+: Low intensity presence of the desired substance

++: Presence of the desired substance at medium
intensity

3.2. Effect of improved traditional medicine on
hematological parameters

3.2.1. Effect of phytomedicine on white blood cells
The evolution of the number of white blood cells after
administration of the different doses of the improved
traditional drug indicates a slight increase in the white
blood cells in the rats of batches 2, 3 and 5 compared to
the number of white blood cells of the animals in the
control batch. However, we observed a greater increase
(12,600 cells/ul) in the rats from batch 4 compared to the
number of white blood cells in the animals from the
control batch (8,917 cells/ul) as shown in Figure 3.
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Figure 3: Evolution of white blood cells after treatments with the phytomedicine.

3.2.2. Effect of phytomedicine on red blood cells other hand, there is no significant difference between the
Administration of the phytomedicine resulted in a number of red blood cells in the animals of batch 5
significant increase (p<0.05) in the number of red blood (5.637 cells/ul) and that of red blood cells in control rats
cells in rats from batches 2, 3, and 4 compared to that of (5.037 cells/ul). These results are presented in Figure 4.
red blood cells in rats from the control batch. On the
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Figure 4: Evolution of red blood cells after treatments with the phytomedicine.

3.2.3. Effect of phytomedicine on hemoglobin level from the control batch (Figure 5). However, the
The hemoglobin level of rats from batches 2, 3 and 4 hemoglobin level of rats in batch 5 remained similar to
significantly increased (p<0.05) compared to that of rats that of control rats.
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Figure 5: Evolution of hemoglobins after treatments with the phytomedicine.
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3.2.4. Effect of phytomedicine on blood platelets

The administration of the phytomedicine led to a
significant increase (p<0.05) in the number of blood
platelets in rats from batches 2, 3, and 4 compared to the
number of the same blood constituent in rats from the

800
700
600 b
g3 500
2 3 400 -
23 300
S 200
2> 100
0
Lot1
(Témoin) mg/kg)

control batch. However, we do not notice any significant
difference between the number of blood platelets (450
cells/ul of blood) in the rats from batch 5 compared to
that of the rats from the control batch (500 cells/ul of
blood) as presented in the figure. 6.

h

Sl

Lot2 (500 Lot3 (1000 Lot4 (2000 Lot5 (5000

mg/kg)
Lots

mg/kg) mg/kg)

Figure 6: Evolution of blood platelets after phytomedicine treatments.

3.3. Effect of improved traditional medicine on
biochemical parameters

3.3.1. Effect of phytomedicine on transaminases

The average values of transaminase (TGO or ASAT) of
the batches treated with the phytomedicine suffered a
significant decrease (p<0.05) compared to those of the

rats in the control batch (Figure 7). At the level of
transaminase (TGP or ALT), the average values of the
batches treated with the phytomedicine experienced a
significant (p<0.05) and very significant (p<0.01)
increase compared to those of the control batch (Figure
8).
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Figure 7: Effect of phytomedicine on TGO activity in rats.
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Effect of the phytomedicine on transaminases (TGP or ALT)
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Figure 8: Effect of phytomedicine on TGP activity in rats

3.3.2. Effect of phytomedicine on creatinine
The average creatinine value of rats from batch 2
experienced a slight increase (7,100 ul) compared to that

Creatinine (mg/dl)
S = N Wk AN

Lot 2 (500
meg/kg)

Lot 1 (Témoin)

of controls (5.833 mg/dl) while that of rats from batches
3, 4 and 5 suffered a slight decrease (Figure 9).

Lot 3 (1000 Lot4 (2000 Lot5 (5000
mg/kg) me/kg) mg/kg)
Lots

Figure 9: Effect of phytomedicine on creatinine.

3.3.3. Effect of phytomedicine on total cholesterol

The cholesterol concentration of rats in batches 2, 3 and
5 increased compared to that of controls after
administration of the phytomedicine. However, we
notice a slight decrease in this rate in the rats from batch

4 (0.730 g/l) compared to that of the rats from the control
batch (0.747 g/l) as appears in Figure 10. Administration
of the phytomedicine did not significantly disturb the
serum total cholesterol level in the treated groups
compared to the level observed in the controls.
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Figure 10: Effect of phytomedicine on total cholesterol.
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3.3.4. Effect of phytomedicine on triglycerides

A drop in average triglyceride values was observed in all
the batches treated with the phytomedicine compared to
the control batch (Figure 11).
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Figure 11: Effect of phytomedicine on triglycerides

3.3.5. Effect of phytomedicine on HDL cholesterol

The average concentration of HDL cholesterol increases
significantly(p<0.05)in all rats from batch 2 (0.353 g¢/l)
and batch 5 (0.320 g/l) treated with the phytomedicine at
doses of 500 mg/kg body weight and 1000 mg/kg body
weight respectively, compared to that of control rats
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0.35 [z
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0.25
0.2
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0.1
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Lot 1 (Témoin)

HDL cholesterol (g/1)

Lot 2 (500
mgkg)

(0.240 g/1), in accordance with Figure 12. On the other
hand, no significant difference was observed between the
average concentrations of batches 3 and 4 treated with
the phytomedicine respectively at doses of 1000 mg /kg
of body weight and 2000 mg/kg of body weight and
those of the control batches.
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mg/kg) mg/kg) mg/kg)
Lots

Figure 12: Effect of phytomedicine on HDL cholesterol.

4. DISCUSSION

The results of the qualitative phytochemical study
revealed that the phytomedicine contains several
chemical groups, namely: alkaloids, flavonoids,
polyphenols, polyterpenes, quinones, saponins, sterols
and tannins. These results are in agreement with those of
Akakpo et al. (2020), which in addition to these
compounds, highlighted other compounds such as
reducing compounds and protoanthocyanins which were
not looked for in this study.

The richness of this phytomedicine in active chemical
compounds could explain the traditional use of the plants
which compose it to treat numerous diseases such as
amenorrhea, headaches, diabetes, fever, migraine,
edema, rheumatism and 'gastric ulcer. Several studies
have shown that these secondary metabolites are
important indicators for certain pharmacological
activities. Indeed, tannins are phenolic compounds
known for their antioxidant properties (Ebrahimzadeh et
al., 2010). These antioxidants could thus activate the
immune defense and reduce the risks of cancer and
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degenerative diseases (Mpondo et al., 2012). As for
saponins, they have surfactant, antifungal, antibacterial
and antiviral properties. They would also present
protective activities of wveins and capillaries and
edematous activity with hormonal activity (Macheix et
al., 2005). Alkaloids are believed to have several
biological properties (Okwu, 2007). According to
Badiaga (2011) alkaloids are highly sought after for their
broad spectrum of biological activities including
antibiotic, antiparasitic, anesthetic, antitumor, anticancer
and analgesic and spasmolytic properties. Alkaloids are
thought to have actions on the central nervous system
(Bruneton, 1999). Sterols and polyterpenes are used for
their antipyretic and analgesic properties. They regulate
the metabolism of proteins and carbohydrates and
increase the synthesis of muscles and bones (Hossain et
al., 2013). Flavonoids are endowed with antioxidant,
anti-inflammatory (Wang and Mazza, 2002) and
analgesic (Bittar et al., 2000) properties. Studies have
also shown that certain flavonoid compounds possess
sedative, anticonvulsant, and immunomodulatory
properties (Lyu and Park, 2005).

The results of the acute toxicity study indicated an
absence of signs of toxicity after administration of doses
ranging from 500 to 5000 mg/kg body weight (bw) of the
phytomedicine “ABRAHAM”. All animals survived
after 14 days of observation, which implies that the
LD50 of the phytomedicine is greater than 5000 mg/kg
bw. According to OECD Guideline 425 for Testing of
Chemicals, the extract is classified as GHS Category 5
and considered a non-toxic substance orally (OECD,
2008). This result is in harmony with that of Ayoola et
al. (2020) who after administration of the ethanolic
extract of the leaves of M. acuminata at a dose of 5000
mg/kg bw observed no clinical signs and no deaths in
rats after 14 days of observation. Researchers have also
shown that the LD50 of the aqueous extract of
Cymbopogon citratus (Poaceae) is greater than 5000
mg/kg bw after a single administration in rats (Adeneye
et al., 2007).

The complete blood count was used in this study to
quantify the level of white blood cells, red blood cells,
hemoglobins and blood platelets in the blood of rats.
During the present study, we observed an increase in the
number of white blood cells, red blood cells, blood
platelets and the hemoglobin level of the batches treated
with the phytomedicine compared to the control batch.
An increase in the number of red blood cells and
hemoglobin levels in rats treated with ABRAHAM
would be beneficial in preventing anemia often
associated with the presence of plasmodium in patients.
These results corroborate those of Sanogo et al. (2007)
who showed that the administration of phytomedicine
based on Argemone mexicana at doses of 300 mg/kg and
1500 mg/kg leads to an increase in the hemoglobin level
and the number of red blood cells. The increase in white
blood cell and platelet levels in treated rats directly
indicates a strengthening of the immune system (Hariri et

al.,, 2011). This suggests that ABRAHAM contains
bioactive substances which have an amplifying power of
the immune response by increasing the level of white
blood cells: the first defensive level of the body (Atsamo
et al., 2011). Studies by (Kumar et al., 2011) have shown
that flavonoids and tannins participate in strengthening
the immune system. Their results are therefore in line
with ours. Likewise, Metayer et al. (2015) in a study
showed that consumption of foods with a high content of
alkaloids (5050 pg/kg of food) leads to a significant
increase in the concentration of white blood cells,
lymphocytes and blood platelets, thus reflecting a
stimulation of the immune defense. The alkaloids in our
extract could be the basis of our results.

The results showed that the administration of the
phytomedicine Abraham to the animals led to a decrease
in aspartate aminotransferase compared to the controls,
unlike alanine aminotransferase which increased at all
doses. Indeed, AST and ALT are enzymes of
mitochondrial and cytoplasmic origin commonly
analyzed to assess liver damage (Dillon and Miller,
2016). Any cell necrosis, destruction of the liver
parenchyma or an increase in the membrane permeability
of hepatocytes leads to the flow of these enzymes into
the blood circulation and therefore to an increase in their
serum levels (Manda et al., 2017). Their activity is
proportional to the degree of liver damage and are
therefore good indicators of hepatotoxicity (Pariente,
2013). According to studies by Senior (2012), cytosolic
alanine aminotransferase is, in concentration, much
higher in the liver than aspartate aminotransferase. The
increase in ALT levels is therefore not harmful to the
liver in the context of our study. The decrease in the AST
level shows that the liver and to a lesser extent the
muscles have not been affected. Furthermore, the
chemical composition of ABRAHAM could provide
serious clues that could enable the identification of the
chemical compounds responsible for its effect on liver
enzymes. Indeed, according to our study, the
phytomedicine is rich in flavonoids, molecules known to
be hepatoprotective (Narayana et al., 2001). The effect of
the phytomedicine on the liver is therefore due to the
presence of flavonoids. These results mean that
ABRAHAM had no deleterious effects on the liver
function of rats. Creatinine is an excellent marker of
renal function, its increase or decrease reflects renal
dysfunction (Sirwal et al., 2004). The results of our work
did not indicate any disturbance in terms of creatine
levels. This indicates normal kidney function. These
results are different from those of Gbogbo et al. (2014)
who showed the toxic effect of a phytomedicine on renal
function by increasing the serum creatinine level. The
lipid profile carried out using the determination of total
cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides indicated
no statistically significant difference between the batches
of treated rats and those of control rats except the
triglycerides of rats from all batches, and at all times.
doses, which suffered a significant drop compared to
those of the control batches. Similar results were
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obtained in other work carried out on phytomedicines in
Wistar rats (Adebayo et al., 2010). In short, ABRAHAM
did not cause any disturbance in lipid parameters when
administered at doses of 500 mg/kg, 1000, 2000 and
5000 mg/kg body weight.

CONCLUSION

The present work focused on the phytochemical sorting
and evaluation of the acute toxicity of an lvorian
phytomedicine “ABRAHAM?” used in the treatment of
hepatitis B. During this work, phytochemical studies
based on specific tests were carried out. showed the
presence of polyphenols, flavonoids, saponins, alkaloids,
quinones, polyterpenes and sterols in the phytomedicine.
In addition, the extract administered orally does not
present acute toxicity for a dose less than or equal to
5000 mg/kg. No signs of behavioral toxicity were
observed. Furthermore, ABRAHAM had no adverse
effects on hematological parameters as well as liver
biochemical parameters and lipid profile. Considering
the results obtained, we can deduce that the product did
not present acute toxicity for the majority of the
parameters tested, and therefore had no influence on
blood quality and function. This practically shows the
safety of the phytomedicine ABRAHAM, a traditional
recipe used in the treatment of hepatitis B in Ivory Coast.
All these results suggest the importance and growing
place of the use of medicinal plants in the treatment of
certain pathologies in Africa, in general, and in Cote
d'Ivoire, in particular. However, other work such as the
action of ABRAHAM on blood sugar and chronic oral
toxicity tests deserve to be carried out in order to confirm
its non-toxic nature.

REFERENCES

1. Adebayo AH, Zeng GZ, Fan JT, Ji CJ, He WJ, Xu
JJ, Zhang YM, Akindahunsi AA, Roseline KR, Tan
NH. Biochemical, haematological and
histopathological studies of extract of Ageratum
conyzoides L. In: Sprague Dawley rats. J Med Plants
Res, 2010; 4(21): 2264-2272.

2. Adeneye AA, Agbaje EO. Hypoglycemic and
hypolipidemic effects of fresh leaf aqueous extract
of Cymbopogon citrates Stapf in rats. J
Ethnopharmacol, 2007; 3(112): 440-444.

3. Akakpo-Akue J, KI¢ TKM, Coulibaly K, AHON
GM, Fofié Y., Yapo-Crezoit. A., Zirihi GN & Kra
AKM. Ethnobotanical study of medicinal plants
used against sickle cell anemia in the eastern part of
the lvory Coast. J Animal Plant Sci, 2020; 45(1):
7839-7852.

4. Atsamo AD, Nguelefack TB, Datté JY & Kamanyi
A. Acute and subchronic oral toxicity assessment of
the aqueous extract from the stem bark of Erythrina
senegalensis DC (Fabaceae) in rodents. J
Ethnopharmacol, 2011; 134: 697-702.

5. Ayoola DM, Ayodeji OO, Kolade OF, Adetunji JA.
Justifying the antidiabetic ethnomedicinal claim of
Massularia acuminata through its

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

antihyperglycaemic activity. Am J Biomed Sci Res,
2020; 8(2): 140-167.

Badiaga M. Ethnobotanical, phytochemical and
biological activities of Nauclea latifolia Smith, an
African medicinal plant collected in Mali. Doctoral
thesis in Organic Chemistry, UFR of Sciences and
Technology, University of Bamako (Mali), 2011;
183.

Barr DP, Russ EM, Eder HA. Protein-lipid
relationships in human plasma. Am J Med, 1951;
11(480): 326-396.

Bartels H, Bohmer M. A micromethod for creative
results. Clin Chim Acta, 1971; 32: 81-85.

Bruneton J. Pharmacognosy, Phytochemistry and
medicinal plants. Tec & Doc and international
medical practices, 3rd edition, Paris (France), 1999;
726.

Bittar M, Maria de Sousa S, Yunes R, Lento R,
Monache FD, Filho VC. Antinociceptive activity of
13, 118- Binaringenin, a biflavonoid present in
plants of the Guttiferae. Planta Med, 2000; 66:
84-86.

Dillon J, Miller MH. Gamma glutamyl transferase
"To be or not to be a liver function test? Annals Clin
Biochem, 2016; 53(6): 629-631.

Dro B., Soro D., Koné MW, Bakayoko A. &
Kamanzi K. Assessment of the abundance of
medicinal plants used in traditional medicine in the
North of Cote d'lvoire. J Animal and Plant Sci,
2013; 3(17): 2631-2646.

Ebrahimzadeh MA, Nabavi SM, Nabavi SF,
Bahramian F, Bekhradnia AR. Antioxidant and free
radical scavenging activity of H. Officinalis L., V.
Angustifoluis, V. Odorata, B. hyrcana and C.
Speciosum. Pak J Pharm Sci, 2010; 23(1): 29-34.
Gella FJ, Olivella T., Cruz PM, Moreno R., Durban
R. & Gomez JA A simple procedure for routine
determination of aspartate aminotransferase and
alanine aminotransferase with pyridoxal phosphate.
Clin Chim Acta, 1985; 53: 241-247.

Gbogbo M, Koné M, Bléyeré NM, Yao KE, Yapo
AP. Effect of total aqueous stem bark extract of
Spondias monbin L. on some biochemical and
anthropometric parameters in wistar albino rats. Int J
of Biosc, 2014; 4(7): 1-8.

Gomé BM, Kouakou K, Touré A, Traoré F. Study of
the acute and subchronic toxicity of the aqueous
extract of Passiflora foetida Linn. (Passifloraceae) in
rats and mice. Int J Biol and Chem Sci, 2011; 5(5):
1777-1789.

Fasce F. Cholesterol Colorimetric enzymatic test
(CHOD -  PAP).  Wiener  Medizinische
Wochenschift, Clin & Chem, 1982; 156(2):
380-385.

Hariri AT, Moallem SA, Mahmoudi M,
Hosseinzadeh H. The effect of crocin and safranal,
constituents of saffron, against subacute effect of
diazinon on hematological and genotoxicity indices
in rats. Phytomed, 2011; 18: 499-504.

www.wipls.org | Vol 10, Issue 3, 2024. |

ISO 9001:2015 Certified Journal 35



http://www.wjpls.org/

Kone et al.

World Journal of Pharmaceutical and Life Science

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Hossain MA, Riyami QA, Ragmi AKASA, Mijizy
ZHA, Weli AM. Study of total phenol, flavonoids
contents and phytochemical screening of various
leaves crude extracts of locally grown Thymus
vulgaris. Asian Pacific J Trop Biomed, 2013; 3(9):
705-710.

Kandé B, Yao K, Allah KE, Koné MW.
Investigation into the use and effect of herbal
medications in hepatic patients hospitalized at the
Cocody University Hospital Center in Ivory Coast. J
Appl Biosc, 2018; 130: 13220-13231.

Kroa E, Diaby B, Niaré A, Traoré Y, Ahoussou EM,
Yao GHA, Coulibaly GS, Kouassi D. Analysis of
the collaboration between traditional and modern
medicine in the South Bandama region (lvory
Coast). CAMES Review-Series Pharm and Trad Afr
Med, 2014; 17(1): 21-27.

Kumar S, Gupta P, Sharma S, Kumar D. A review
on immunostimulatory plants. Journal of Chinese
Integr Med, 2011; 9(2): 117-128.

Li B, Du Q. Identification of antioxidant compounds
of Mucuna sempervirens by high-speed counter-
current chromatographic separation-DPPH radical
scavenging detection and their estrogenic activity.
Food Chem, 2012; 131: 1181-1186.

Lyu SY, Park WB. Production of cytokine and NO
by RAW 264.7 macrophages and PBMC in vitro
incubation with flavonoids. Arch of Pharm Res,
2005; 5: 537-81.

Macheix JJ, Fleuriet A. & Jay-Allemand C. Phenolic
compounds of plants: an example of secondary
metabolites of economic importance. Presses
Polytechniques et Universitaires Romandes (PPUR):
Lausanne, Switzerland, 2005; 221.

Madi A. Characterization and comparison of the
polyphenolic content of two medicinal plants
(Thyme and Sage) and demonstration of their
biological activities. Magisterial thesis, Mentouri
Constantine University, 2010; 107.

Mahadevan NS, Pradeep K. Hibiscus sabdariffa
Linn. An overview. Nat Prod Rad, 2009; 8: 77-83.
Manda P, Manda O, Obouo M, Manda V, Kroa E,
Dano SD. Study of the acute and subacute toxicities
of the natural remedy used in the treatment of
malaria. Rev lvoir Sci Technol, 2017; 29: 145 - 158.
Metayer JP, Callu P, Pinton P, Oswald PI, Vilarino
M. Impact of ergot mass and alkaloid content in feed
on growth performance of weaned piglets. Porcine
Res Days, 2015; 47: 111-112.

Mpondo ME, Dibong SD, Ladoh, YCF, Priso, RJ,
Ngoye A. Phenol plants used by the populations of
the city of Douala. J Animal and Plant Sci, 2012; 15:
2083-2098.

Mungole A, Chaturvedi A. Hibiscus sabdariffa L. a
rich source of secondary metabolites. Int J Pharm Sc
Rev Res, 2011; 6: 83-87.

Najem M, Belaidi R, Harouak H, Bouiamrine EH,
Ibijbijen J, Nassiri L. Occurrence of toxic plants in
traditional herbal medicine in the central Middle

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42,

43.

44,

Atlas region of Morocco. J Animal and Plant Sc,
2018; 35(2): 5651-5673.

Narayana RK, Reddy SM, Chaluvadi MR, Krishna
DR. Bioflavonoids classification, Pharmacological,
biochemical effects and therapeutic potential. Ind J
Pharmacol, 2001; 33: 2-16.

Okwu DE. Effects of the repeated distribution of
sainfoin hay on the resistance and the resilience of
goats naturally infected with gastrointestinal
nematodes. Sci Biotechnol, 2007; 1(1): 90-96.
Ongoka PR, Matini L, Moutou JM, Ngabe DY.
Physico-chemical evaluation and chemical profile of
local natural colored indicators. Case of extracts of:
Hibiscus sabdariffa, Amaranthus oleraceus, Grewia
coriacea, Spinacia oleracea and Bougainvillea
spectabilis. Annals of Marien Nougabi University,
2006; 7: 138-146.

Owens C, Baergen R, Puckettc D. Online Sources of
Herbal Product Information. Am J Med, 2014;
127(2): 109-115.

Pariente  A. Hepatic cytolysis (increase in
aminotransferases) in adults. Hepato-Gastroenterol,
2013; 20: 630639.

Sanogo R, Djimde A, Guirou C, Doumbia L, Maiga
A, Doumbo O, Diallo D. Study of the sub-chronic
toxicity of the decoct of Argemone mexicana L. Afr
Pharm Trad Med, 2008; 15: 26-31.

Senior JR. Alanine Aminotransferase: A Clinical
and regulatory tool for detecting liver injury—past,
present, and future. Clin Pharmacol Therap, 2012;
92: 332-9.

Sirwal IA, Banday KA, Reshi AR, Bhat MA, Wani
MM. Estimation of Glomerular Filteration Rate
(GFR). JK Science: J Med Educ Res, 2004; 6(3):
121-123.

Van HH, Baumans, V., Brandt CJWM. Orbital sinus
blood sampling in rats as performed by different
animal technicians: the influence of technique and
expertise- Laboratory Animals, 1998; 32: 377-386.
WHO. WHO strategy for traditional medicine for
2002-2005. World Health Organization, Geneva
(Switzerland), 2002; 118.

WHO. Quality and safety of medicines: regulatory
systems. Fifty-seventh World Health Assembly.
Item 12.12 of the provisional agenda of April 19,
2004, Geneva (Switzerland), 2004; 99.

Wang J, Mazza G. Effects of anthocyanins and other
phenolic compounds on the production of tumor
necrosis factor o in LPS/IFN-y-activated RAW
264.7 marcophages. J Agr Food Chem, 2002; 50(4):
850-857.

www.wipls.org |

Vol 10, Issue 3, 2024. |

ISO 9001:2015 Certified Journal 36



http://www.wjpls.org/

RESUME

Notre travail a porté sur terminalia catappa et combretum micranthum issus de notre
MTA « ABRAHAM ». Pour y parvenir, différents tests ont été effectués. D’abord le screening
phytochimique qualitatif réalis¢ avec I’extrait de MTA (EMTA) qui indique la présence de
principes actifs tels que les flavonoides, les stérols et polyterpenes, les tanins, les polyphénols,
les alcaloides, des quinones et les saponosides. Ces résultats, sont confirmés a travers la
chromatographie sur couche mince Ensuite, 1’évaluation de la toxicit¢ aigué du MTA
« ABRAHAM » utilisé dans le traitement de 1’hépatite, chez le rat Wistar albinos. Pour ce faire,
le MTA a été¢ administré, a dose unique, par voie orale a quatre lots de rats, aux doses de 500,
1000, 2000 et 5000 mg/kg de poids corporel. Enfin, 1’activité hépatoprotectrice a été évaluée
par gavage au paracétamol (pendantl4). Par la suite, les paramétres hématologiques et
biochimiques sanguins ont été étudiés. Par ailleurs, le MTA ne perturbe pas de fagon
significative les paramétres hématologiques constitués du taux de globules rouges, de globules
blancs, de plaquettes sanguines et d’hémoglobine. Enfin, le MTA a été bien toléré sur les
marqueurs hépatiques, rénaux et le bilan lipidique sériques des rats traités.
Mots clés : Toxicité, ABRAHAM, rat, hématologiques, biochimiques.
ABSTRACT

Our work focused on terminalia catappa and combretum micranthum from our MTA.
To achieve this, various tests were carried out. Firstly, a qualitative phytochemical screening
was carried out with MTA extract (EMTA), indicating the presence of active principles such as
flavonoids, sterols and polyterpenes, tannins, polyphenols, alkaloids, quinones and
saponosides. These results were confirmed by thin-layer chromatography, followed by an
assessment of the acute toxicity of "ABRAHAM" MTA, used in the treatment of hepatitis, in
albino Wistar rats. MTA was administered orally as a single dose to four batches of rats, at doses
of 500, 1000, 2000 and 5000 mg/kg body weight. Finally, hepatoprotective activity was
assessed by gavage at paracetamol (for14) and MTA in rats, with gavage treatment lasting 14
days. Subsequently, hematological and biochemical blood parameters were studied. MTA did
not significantly affect the hematological parameters of red blood cells, white blood cells,
platelets and hemoglobin. Finally, MTA had no adverse effect on serum liver, kidney and lipid
markers in treated rats.

Key words: Toxicity, ABRAHAM, rat, hematological, biochemical, MTA, anti-hepatic.
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