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Résumé

Résumé

Les algues marines sont présentées comme une source de composés bioactifs pouvant étre
utiles, notamment dans le domaine biomédical, le présent travail a pour objectif d’évaluer I’effet
hépatoprotecteur des polysaccharides extraits de 1’algue verte Ulva lactuca sur la toxicité
hépatique induite par le paracétamol. Ces polysaccharides sont des substances naturelles tres
actives et qui possedent des propriétés biologiques bénéfiques, leurs activités antioxydantes et
anti-inflammatoires améliorent la concentration hépatique en antioxydants ce qui permettrait
d’optimiser le statut redox dans le foie. Le potentiel antioxydant a été évalué par le dosage des
biomarqueurs de stress oxydant :la catalase (CAT), le glutathion (GSH) et le malondial
déhydehépatique (MDA\), nous avons constaté une augmentation significative des taux de GSH
et CAT, une diminution de taux du MDA avec une baisse significative de taux du I’ALT, I’AST.
Dans la deuxieme partie de ce travail, les résultats obtenus prouvent que I’extrait de
polysaccharides algaux posséde une activité anti-inflammatoire par sa capacité a empécher la
dénaturation des protéines, a protéger les globules rouges et a prévenir I'hémolyse. L’extrait de
I’algue Ulva lactuca a montré des activités intéressantes, suggérant la possibilité de I’utiliser
comme agent antioxydant et anti-inflammatoire en industrie thérapeutique.
Mots clés : Algue verte, U. lactuca, Polysaccharides, Anti-inflammatoire, Antioxydant.
Abstract

Seaweed is seen as a source of bioactive compounds that may be useful, particularly in
the biomedical field, the objective of this work is to evaluate the hepatoprotective effect of
polysaccharides extracted from the green alga Ulva lactuca on the hepatic toxicity induced by
paracetamol. These polysaccharides are very active natural substances and have beneficial
biological properties, their antioxidant and anti-inflammatory activities improve the liver
concentration of antioxidants, which would help to optimize the statut redox in the liver. The
antioxidant potential was assessed by the assay of oxidizing stress biomarkers: catalase (CAT),
glutathione (GSH) and malondialdehepatic (MDA), we found a significant increase in GSH and
CAT levels, a decrease in the MDG rate with a significant decrease in the ALT, AST rate. In
the second part of this work, the results obtained prove that algal polysaccharide extract has an
anti-inflammatory activity, demonstrated by its ability to prevent protein denaturation, protect
red blood cells and prevent hemolysis. The extract of the alga Ulva lactucaa showed interesting
activities, suggesting the possibility of using it as an antioxidant and anti-inflammatory agent
in therapeutic industry.

Key words: Green algae, U. lactuca, polysaccharide, Anti-inflammatory, Antioxidant.
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Introduction

Introduction

Le foie est I’un des organes les plus importants du corps, jouant un role fondamental dans
la régulation de divers processus, parmi lesquels le métabolisme, la sécrétion, le stockage et la
détoxification des substances endogeénes et exogeénes (Lin et Lu, 1997). En raison de ces
fonctions, les maladies hépatiques continuent d’étre parmi les principales menaces pour la santé

publique, et elles demeurent des problemes dans le monde entier (Adewusi et Afolayan, 2010).

La maladie hépatique est un terme qui indique des dommages aux cellules, aux tissus, a
la structure ou a la fonction hépatique, et ces dommages peuvent étre induits par certains
médicaments, tels que le paracétamol (Deshwal et a., 2010).il est autrement appelé
acétaminophene, un analgésique et antipyrétique largement utilisé, la N-acétyl-p-benzoquinone
imine (NAPQI) est le produit finale issu du métabolisme du paracétamol au niveau du foie, une
dose excessive de NAPQI déclenche le stress oxydatif, dysfonctionnement mitochondrial, la
nécrose cellulaire, I’apoptose. (Huo et al., 2017).

L’inflammation résultant de 1 ’hépatotoxicité a I’acétaminophéne est causée par la
surproduction d’espéces réactives d’oxygeéne (ERO) ce qui entraine la sécrétion des médiateurs
inflammatoires et I’activation de neutrophiles et de monocytes, le recrutement excessif de
cellules inflammatoires dans les tissus endommagés contribue également a la formation de
grandes quantités de ROS déclenchant un stress oxydatif et des Iésions tissulaires (Shampa,
2016). Afin de minimiser les dommages oxydatifs, plusieurs antioxydants synthétiques sont
couramment utilisés mais ils se sont avérés toxiques, responsables de dommages au foie, de

promoteurs de cancérogeneése et d’altération des activités enzymatiques (Hanaa et al., 2008).

L'extraction des molécules bioactifs a partir des ressources naturelles afin d’obtenir de
nouvelles molécules avec peu ou pas d'effets indésirables et leur utilisation comme traitement
alternatif est un objectif de grande importance pour la recherche scientifique, parmi ces
ressources, les extraits isolés a partir des algues marins qui présentent une potentialité
pharmacologique bien supérieure a celle de produits naturels provenant d’organismes
terrestres (EI-Gamal, 2010), plusieurs preuves indiquent que les polysaccharides des algues
vertes (Chlorophycées) peuvent jouer un role important dans la prévention contre les
dommages causés par le stress oxydant (Cynthia, 2011 ; Massironi., 2019).Les
polysaccharides obtenus de diverses especes d’algues vertes et en particulier Ulva lactuca ont
montré diverses activités biologiques, y compris des activités antioxydantes, anti-

inflammatoires, anticancéreuses, antibactériennes et antivirales (Jiao et al., 2011; Alves et al.,



Introduction

2013). Cette algue a une capacité anti-radicalaire en inhibant la peroxydation des lipides et en

augmentant I’activité des enzymes antioxydantes (Faradila et al., 2020).

Dans ce contexte, L’objectif de ce travail consistait a étudier le potentiel hépato protecteur
des polysaccharides issus de 1’algue verte Ulva lactuca, notre approche est divisée en deux
parties :

» Premiére partie : Comporte une série de tests et de dosages des parameétres hépatiques
essentiellement de stress oxydant, visant a évaluer le potentiel hépato protecteur de 1’extrait sur
des échantillons de foie issus des différents groupes de rats ayant recu différents traitements in
ViVvo.

» Deuxiéme partie : Comporte des tests in vitro sur la capacité de 1’extrait a inhibé la
dénaturation de protéine (BSA), a stabiliser la membrane des GR ainsi que sa non-toxicité
(innocuite) a I'égard de ces derniéres. Cette série de test sa pour but d’évaluer I’efficacité de

L’extrait a prévenir I’inflammation (hépatite).


https://langue-francaise.tv5monde.com/decouvrir/dictionnaire/e/essentiellement
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Chapitre | Synthese bibliographique

1.1 Le foie
1.1.1Anatomie de foie :

Le Foie est I’organe le plus volumineux dans 1’organisme, lisse et souple de couleur rouge
brun, il mesure en moyenne 28 cm de large, 16 cm de haut et 8 cm d’épaisseur, son poids est

d’environ 1,5 kg pour 1’étre humain. (Moore et Dalley, 1999).

Le foie est placé dans la partie supérieure droite de la cavité abdominale séparé des
poumons et du cceur par le diaphragme, localisé a droite de 1'estomac, au-dessus du duodénum
et de I'angle colique droit, il est raccordé a la veine porte et 1’artére hépatique qui acheminent
le sang vers les différentes parties du foie, et puis le sang est évacué a travers la veine hépatique,
qui se déverse ensuite dans la veine cave inférieure qui retourne au cceur. Le foie est formé de
deux lobes distincts par le ligament falciforme, le lobe hépatique droit est le plus volumineux,
et lobe gauche est la partie la plus étroite de I'organe, entre ces deux lobes majeurs, deux autres
lobes mineurs peuvent étre également individualisé : le lobe caudé, ou lobe de spiegel et le lobe
carré (Moore et Dalley, 1999).

Ligament falciforme
Diaphragme

Ligament coronaire
du foie

Lobe gauche du foie

Conduit héepatique
&L —-commun

y - Ligament rond

___——— Conduit cholédoque

PANCHEAS

-7 (canal s Santori .‘-3 Jeegp soire

~ Queue

~ Corps

Conduit pancréatique
(canal de Wirsung)
Jéjunum

Vésicule biliaire
Duodénum —],
Ampoule hépato-

pancreatique
{(ampoule de Vater)

Vue antérieure

Figure 1 : Organisation structurale et anatomique du foie (Marchall et Bangert., 2004).
1.2.2 Les roles du foie

Le foie remplit différentes fonctions vitales pour le corps, il participe a la quasi-totalité
des voies biochimiques, la lutte contre les maladies, I'apport énergétique, la croissance, le
maintien de I'homéostasie corporelle. La sécrétion biliaire et le stockage des vitamines, il joue
un réle primordial dans le métabolisme des glucides, des protéines et des lipides (Pandit et al.,
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2011).

Ainsi, le foie assure la détoxication des produits chimiques médicamenteuses ou non au
moyen de plusieurs procédés. (Hikino et Kiso, 1988), il est la glande digestive la plus
importante dans laquelle les médicaments sont métabolisés par oxydation, réduction,
hydratation, hydrolyse, condensation, conjugaison ou isomérisation (Thompson et al., 2017).
Les systémes de détoxification permettent de bio-transformer les molécules étrangéres
(xénobiotiques) pour réduire leur lipophilie, accentuer leur polarité et faciliter leur élimination
Jocelyn C (2011).

1.2 Paracétamol
1.2.1 Généralité

Le paracétamol ou encore appelé I’acétaminophéne, ce meédicament possede des
propriétés analgésiques et antipyrétiques qui se comparent a celles des salicylés mais il est
dépourvu d’activité anti-inflammatoire (Ellenborn et al., 1988). Il s'agit d'un dérivé phénolique
dont la structure se compose d’un cycle benzénique substitué par un groupe hydroxyle et un
groupe acétamide (Figure 2), ce dernier est dépourvu de carbone asymétrique et de stéréo-
isoméres. (Clayden et al., 2002).

La posologie thérapeutique du paracétamol est de 4 g/jour avec une dose efficace 50 (DE50) de
45 mg/kg/24h, tandis que sa dose toxique 50 (DT50) est de 150mg/kg/24h et sa dose létale
50(DL50) de 2,49/kg (Reichl.,2004).

H
N\n/
O
HO

Figure 2 : Structure chimique du paracétamol (Ellenborn et al.,1988).

1.2.2 Données pharmacocinétique
» Absorption

Aprés avoir administré le paracétamol, 1’absorption se fait rapidement, sans tenir compte
de la dose, par diffusion passive, ceci est liée a ses propriétés physicochimiques (Bannwarth
etal ,1992 ; Depreé et al ,1992 ; Grattan et al ,2000).
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Un tiers de processus d’absorption se déroule au niveau gastrique et colique tandis que
les deux autres tiers sont absorbés au niveau intestinal Chez I’'Homme, le pic plasmatique du
paracétamol varie en fonction de la voie d’administration et la forme galénique, il peut étre
rapide,15-60 min, alors qu'il peut également étre plus lent, 2-3h, (Rawlins et al.,1977 ;
Bannwarth et al.,2003).

> Distribution

La distribution du paracétamol s'effectue de maniére rapide et uniforme dans tous les
tissus, il propage dans tous les milieux liquidiens et la liaison aux protéines plasmatiques est
relativement faible (15420%) (Gazzad et al.,1973). De maniére intéressante, les niveaux de
concentrations constatées dans le liquide céphalorachidien et dans le plasma sont similaires,
reflétant la diffusion rapide au travers de la barriéere hémato-encéphalique tres (Depreé et
al.,1992), ce qui affirme le potentiel d’action centrale du paracétamol. (Bannwarth et al
., 1992).

> Meétabolisme

Le foie est le site essentiel de la biotransformation du paracétamol, il est métabolisé par
glucoroconjugaison et sulfoconjugaison. Une faible portion (10%) est métabolisée par les
cytochromes P450 ce qui conduit a la formation d’un métabolite hautement réactif nommé N-
acétyl-p-benzoquinone-imine (NAPQI). En des circonstances normales, ce métabolite est réduit

par le glutathion et puis éliminé par voie rénale (Kociancic et Reed,2003).
»Elimination
L’élimination du paracétamol se fait par voie rénale, a savoir : moins de 5% du

paracétamol sous forme inchangée,50 a 80 %sous forme glycoconjugué et 20 a 40 % sous forme
sulfoconjuguée. Prés de90 % de la dose ingérée est éliminée en 24 heures. La demi-vie

d'élimination est d'environ2 heures (Pons, 1997).
1.2.3 Mécanisme d’action du paracétamol au niveau hépatique

Au niveau du foie, les transférases et les oxydases sont des enzymes qui conjuguent le

paracétamol en dérivés tres hydrosolubles (figure3).

e Les transférases sont réparties en deux sous-catégories, la premiére est l'uridine di-phosphate
glucuronyl transférase (UDP-glucuronyl-transférase), le coenzyme est I’acideuridine-5'-
diphospho -D-glucuronique (UDPGA) qui convertit le paracétamol en un deérivé

glucuroconjugué en transférant le groupement glucuronate porté par le coenzyme. Tandis que,
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la sulfotransférase dont le coenzyme est le 3-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate (PAPS),
convertit le paracétamol en un dérivé sulfoconjuguée en transférant le groupement sulfate

inorganique porté par le coenzyme (Sterner,1999).

e es oxydases sont définies comme des mono-oxygénases a cytochromeP450, en particulier,
les cytochromes CYP2E1 et CYP3A4, ils convertissent le paracétamol en N-acétyl-p-
benzoquinone-imine (NAPQI), qui est conjugué ultérieurement avec le glutathion (GSH) en
un composite conjugué (NAPQI-GS) (Figure 3) (Hachulla et Flipo, 1999 ; Laura et al.,
2003).

ﬁ sulfate inorganique

HN-C —CH 4 Sulfoconjugaison (A0 %

——e—— G luCcuronoconjugaison (50 %)

paracétamol o: i \ Forme inchangée (1-4 %)

i cytochrome P 450
N CO CH3

Liaisons covalentes aux

e f— kS 4
macromolécules héepatiques
(o]
N-acétyl-p-benzo
quinone imine
NAPQI HN-CO-CH 4
Glutathion
(GSH)

S-CH;CH-COOH
1

HN-CO-CH 4 o; i NH,
conjugueé cystéine
SG
HN-CO-CH ;5
OH :

NAPQI-GS

S-CH;zCH-COOH
1

cenjugue glutathion
OH HN-CO-CH

Figure 3 : Les différentes possibilités de métabolisation du paracétamol (Laura et al.,2003).

1.2.4 Evaluation de I’intoxication du paracétamol

Le risque d’hépatotoxicité du paracetamol est essentiellement lié a la dose administrée,
néanmoins, le risque de cette toxicité peut augmenter suite a une diminution des capacités de
glucoro-conjugaison, un déficit en glutathion ou une augmentation de I’activité du cytochrome
P450. (Seirafi et Hadengue, 2007).

1.2.5 Toxicité hepatique du paracétamol

La toxicité hépatique du paracétamol est engendrée par plusieurs mécanismes qui

affectent les cellules a des degrés divers (Seirafi et al., 2007).
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» Paracétamol vise les protéines hépatiques

Au niveau du foie, une faible proportion de paracétamol est métabolisée par les
cytochromes P450 en métabolite toxique, la N-acétyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), elle est
toxique par sa capacité a se lier de maniere covalente aux protéines intramoléculaires du foie,
LXR (Liver X receptor), ChREBP(Carbohydrate responsive element-binding protein) conduit
a la lyse des hépatocytes (Seirafi et al., 2007). Le NAPQI est extrémement électrophile et
rapidement conjugué avec le glutathion réduit pour inhiber son activité (Kociancic et
Reed,2003).

En cas de surdose ; la concentration de glutathion est diminué en raison d'un apport
excessif du paracétamol. Le NAPQI accumulé crée des liaisons avec les protéines hépatiques
menant a des lésions cellulaires déclenchant 1’apoptose, et conduisant a une nécrose
hépatocytaire centrolobulaire (Figure 4) (Megarbane et Deye., 2007).

En outre, la toxicité hépatique est due également aux autres mécanismes. En effet, un
exces de NAPQI est a I'origine de I’altérations de la membrane des hépatocytes en provoquant
la dégradation des lipides membranaires. Ces derniers affectent aussi 1’homéostasie calcique

responsable de I’activation d’enzymes cytolytiques. (Bismuth et al.,1998).
> Paracétamol vise les pores mitochondriaux

L’intoxication par le paracétamol provoque un dysfonctionnement mitochondrial
conduisant a I’ouverture des pores communément appelés « pores de transition de perméabilité
mitochondriale » (PTPM), ils sont constitués surtout des protéines voltage-dépendent anion
Channel (VDAC), adénine nucléotide translocase (ANT) et cyclophyline D, ce qui est capable
de causer la mort des hépatocytes par nécrose ou apoptose selon le nombre de mitochondries

impliquées (Yasuhiro et al., 2005).

NH—— CO —— CH3

Sulfoconjugaison w—— — Glucuroconjugaison

oH
Paracétamol

Cytochrome Pgaso

N —— CO —— CH4

=

o

tyl-

Glutaxhlo:v/ \

Conjugaison au glutathion Liaison cova lente

Produit non toxique Nécrose hépatocellulaire

Figure 4 : Le métabolisme toxicocinétique du paracétamol (Claverie | et Hedde H,2008).
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1.2.6 Stress oxydatif et toxicité par le paracétamol

L’intoxication par le paracétamol est une cause majeure des déficiences fonctionnelles

hépatiques.

L’atteinte des protéines mitochondriales tels que le glutathion qui maintient le taux de
métabolite (NAPQI) a des niveaux physiologiques. Ca méne a I’augmentation des activités des
especes réactifs de I’oxygeéne (ERO) provoquant ainsi le stress oxydant (Berson, 2005 ;
Fromenty, 2010 ; Tomeckova et al., 2011).

1.3 Les algues
1.3.1Généralités sur les algues :

Les algues macroscopiques difféerent des autres végétaux au niveau de leur thalle, appareil
végétatif pluricellulaire ne posséde aucun organe spécifique (racines, tige, feuilles et fleurs)
(Barsanti et Gualtieri 2010). Les algues poussent dans I'eau ou dans des environnements
extrémement humides, elles sont surtout abondantes dans les eaux des mers, et peuvent
coloniser les mares, les lacs et les étangs. Elles peuvent aussi exister sur la terre (Reviers B.,
2002).

1.3.2 Classification des algues

Les algues ont été classées en une dizaine d’embranchements, les critéres de classification
se basent sur les polysaccharides de réserve, la pigmentation et les caractéristiques structurales
(Ruiz, 2005).

La composition pigmentaire des algues permet de définir trois groupes :
1.3.2.1 Les algues vertes (Chlorophycées)

Elles sont de formes trés variées, uni- ou pluricellulaires. Les chlorophylles a et b colorent
les plastes en vert, auxquelles sont associés des carotenes et des xanthophylles. La formation
d'amidon est assurée par la photosynthése. La majorité des algues vertes se développent en
milieux marins et eau douce et certaines especes peuvent exister sur terre. Son réle est de fournir

1’oxygéne a I’eau favorisant ainsi la vie animale. (Garon-Lardiere, 2004).
1.3.2.2 Les algues brunes (Phéophycées)

La dominance des pigments xanthophylles et surtout la fucoxanthine donne aux algues
une couleur brune qui masque les autres pigments & savoir : chlorophylle et le B-caroténe.

Toutes les algues brunes ont une structure pluricellulaire sauf que la dimension varie depuis les
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éléments microscopiques jusqu'aux tres grands spécimens (Garon-Lardiere, 2004).
1.3.2.3Les algues rouges (Rhodophycées)

Les rhodophycées représentent un groupe trés varié qui contient presque 6000 especes de
macro-algues rouges (Person, 2010). Elles sont divisées en deux groupes : les Bangiophycées
et les Floridéophycées. La couleur de ces algues est due a la présence de plastes roses ou un
pigment rouge, la phycoérythrine, est associé aux autres pigments dont les chlorophylles. La
plupart de ces algues rouges sont pluricellulaires et marines et quelques-unes vivent également

en eau douce. (Garon-Lardiere, 2004).

Algue brune

Algue rouge
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I1.1Matériel
11.1.1 Matériel végétal

Cette étude a porté sur Ulva lactuca, une espéce d’algues verte de la famille des Ulvaceae

(figure).

Figure 5 : algue verte (Ulva lactuca)

A-Description et distribution

Ulva lactuca, appelée aussi laitue de mer, se distingue par un thalle trés mince en forme
de feuille présentant un crampon par lequel 1’algue se fixe a son support. De couleur vert
émeraude et translucide qui peut virer a la transparence en cas de stress, Leur taille est variable,
en moyenne de 30 a 40 cm et peut méme atteindre 1 metre si elles se trouvent dans des zones

eutrophisées (Botany 2001).

Ulva lactuca est généralement fixée sur des roches dans des zones intertidale et
sublittoral. Elle est retrouvée également en abondance dans les zones abritées et peu profondes,
Elle se développe aussi dans les zones enrichies en eau douce et de ruissellement riches en
¢léments nutritifs méme polluées. En effet, c’est une algue trés résistante a 1I’eutrophisation
(Botany, 2001). Sa distribution est commune et elle est largement présente dans le monde. Au
niveau de la mer Méditerranée U. lactuca est la plus répandue des espéces du genre Ulva-
(Mediterraneo AM. 2015).
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B-Classification

Tableaux 1 : Position systémique d’Ulva lactuca (Botany 2001).

Domaine Eukaryota
Regne Plantae
Embranchement Chlorophyta

Classe Ulvophyceae
Ordre Ulvales
Famille Ulvaceae
Genre Ulva
Espéece lactuca

C-Récolte de Ulva lactuca

Les échantillons d’Ulva lactuca ont été récoltés a la fin du mois d’Avril 2019. Ils sont
ensuite lavés puis séché a I’air libre et a ’ombre. Les algues collectées devenues seches, ont été
conservées dans de la glace et lavées doucement quelques fois avec de I'eau distillée pour
éliminer les débris indésirables et ensuite séchées une nouvelle fois a I'air. Elles ont ensuite été

broyées en poudre et conservées dans des bocaux en verre recouverts de papier d'aluminium.
D-Utilisation

L’algue verte Ulva lactuca est considérée comme substance bioactive largement utilisé
dans les industries alimentaires et pharmaceutiques, les polysaccharides d’Ulva Lactuca sont
des composés largement étudiés pour leurs structures et fonctions. Des études récentes ont

démontré qu’ils ont une activité d’inhibition de la génération de thrombine et des activités anti

nociceptives, anti-inflammatoires, anti-oxydants et anti-apoptotiques (Zhao, 2018).
11.1.1.1 Extraction des polysaccharides

La technique utilisée pour I’extraction des polysaccharides est la « Hot Water extraction »
(L.Rong, 2010),

Décrite ci-dessous :

De la poudre de Ulva lactuca (40g) a été ajoutée a 1,6 L d’eau. Le mélange a été agité
vigoureusement dans un bain marie (80°C) pendant 8 h, suivi d’une centrifugation (4300

rpm,20 min).
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Le surnageant a été¢ concentré a 1/5 du volume d’origine. Ensuite, cinq fois le volume
d’éthanol a 95 % a été ajouté a la solution concentrée. Le mélange d’éthanol a été placé dans
un congélateur pendant une nuit, suivi d’une centrifugation (4300 rpm) pendant 10 min. Le
précipité est lavé a 1’acétone, essoré puis séché, la poudre de polysaccharides est alors enfin
récupéree.

11.1.2 Matériel animal

11.1.2.1 Entretien des animaux

Les rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche Wistar,
pesant entre 150 et 175 g, issus de 1’élevage au niveau de I’animalerie de 1’Université des fréres
Mentouri de Constantine. Les rats sont logés dans des cages ou chaque cage regroupe 5souris.
IIs ont libre accés a I’eau et a la nourriture. Les rats sont maintenus a une température ambiante.
Ils ont été traités conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur le soin et

I’utilisation des animaux d’expérimentation.
11.1.2.2 Induction de I’hépatotoxicité par le paracétamol

Pour reproduire le modéele de d’hépatotoxicité, le paracétamol a été dissout dans une
solution de chlorure de sodium a 0.9 % et administrée par gavage avec une seul dose aigue de
20/kg, apres un traitement de 10 jours a I’extrait de polysaccharides algaux, un volume
équivalent de chlorure de sodium a 0.9 % a été administré par voie intrapéritonéale aux rats

témoins.
11.1.2.3 Traitement des animaux
L’ensemble des rats ont ét¢ divisés en trois groupes de 5 rats chacun :

- Groupe | (5 rats) : Sains témoins ou contr6le ; recoivent chaque jour par gavage 0.4 ml/kg

d’eau physiologique.

- Groupe Il (5 rats) : paracétamol témoin : regoivent quotidiennement, par gavage de 1’eau
physiologique pendant 10 jours, puis au 10 éme jour juste aprés le dernier traitement, ils

recoivent 2g/kg de paracétamol.

- Groupe 111 (5 rats) : paracétamol + Polysaccharides ; recoivent quotidiennement, par voie
orale 100mg/kg de I’extrait de polysaccharides algaux pendant 10 jours, puis au 10éme jour

juste apres le dernier traitement, ils recoivent 2g/kg de paracétamol.
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11.1.2.4 Préléevement sanguin

Apres 3h de I’administration du paracétamol, le sang est prélevé et mis dans des tubes
secs. Ces prélévements ont été effectués, sur des rats a jeun a la fin de I’expérimentation. Apres
le préléevement sanguin, le sang est mis dans des tubes secs, laissé a température ambiante 1h
puis centrifugé a 6000 tours/minute pendant 15 minutes puis le sérum est récuperé et utilisé
pour les dosages biochimiques des transaminases (ALT et AST).

11.1.2.5 Sacrifice des animaux, récupération du foie et préparation de la fraction

cytosolique de tissus hépatique

Apres les 10 jours de traitement, puis I’administration du paracétamol, les rats ont été par

la suite sacrifiés par translocation cervicale pour récupeérer le foie.
Le foie est récupéré, rincé par I’eau physiologique saline 0 .9 %, puis conservé a 4°.

Le jour du manipulation (dosage), 0.5 g de foie est additionné a 3ml de solution tampon

Tris-EDT Aphosphate 0.1 M pH ; 7.4 contenants du KCI 1,15M, le melange est homogénéisé.

L’homogénat est ensuite centrifugé a 1000 tours/minute pendant 15 minutes a 4C. Le
surnageant est récupéré puis centrifugé a 9600 tours /minute pendent 45 minutes a 4C°. La
fraction cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages du taux de Manodialdéhyde

(MDA), la concentration de glutathion réduit (GSH) et I’activité de la catalase (CAT).

Figure 6 : L’homogénat de fois
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11.1.3 Réactifs

L’Acide Thiobarbiturique (TBA), le 1,1,3,3-Tetractoxypropane (TEP), 1’Acide
Thionitrobenzoique (DTNB), le Glutathion reduit (GSH) est de chez SIGMA ALDERICH.CO.,
ST Lowis, MoLe Tris, le KH2Po4, le K2HPo4 et ’EDTA sont de chez BIOCHEM.,
CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.

- Le Tricholoroacide Aceétique (TCA) est de chez FLUKA CHEMIKA ; Switzerland.
- Le peroxyde d’hydrogene, et le KCI sont de chez PANREAC QUIMICA, SA ; Espana
- Le n-butanol et acheté de PROLAB, MERK EUROLAB.
- BSA de BIOCHEM., CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.
11.1.4 Appareillage
- Centrifugeuse Sigma.
- pH-metre Hanna.
- Spectrophotometre.

- Bain marie.

Figure 7 : Centrifugeuse Sigma Figure 8 : Bain Marie Figure 9 : Spectrophotométre

11.2Méthodes
11.2.1 Méthodes de dosage des parameétres biochimiques du sang
Le dosage des paramétres biochimiques a été réalisé de la maniere suivante :
11.2.1.1 Les transaminases

Les transaminases (ou amino transférases) sont des enzymes hépatocytaires dont la
fonction est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha aminé a
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un acide a-cétonique. Il existe 2 transaminases dont le coenzyme est la vitamine B6 (phosphate
de pyridoxal) AST et ALT.

» Principe

L’évaluation quantitative de transaminases dans le sérum est réalisée en utilisant des Kits

selon les réactions suivantes :

AST

a-Ketooglutarate + L-aspartate L-glutamate Oxaloacetate

v

Malate dehydrogenase

v

Oxaloacetate + NADH-+H" L-malate + NAD"

ALT

v

A-Ketoglutarate + L-alanine L-glutamate + pyruvate
Lactate dehydrogenase

L-lactate + NAD*

Pyruvate + NADH+ H*

v

Figure 10 : Les réactions d'évaluation quantitative des transaminases

11.2.2 Méthodes de dosage des parametres du stress oxydant
11.2.2.1 Dosage du malondialdéhyde (MDA) dans une fraction cytosolique de foie
» Principe

Le MDA est un dialdéhyde a trois carbones hautement réactifs, produit comme sous-
produit de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et du métabolisme de I’acide

arachidonique (Hartman, 1983).

En tant que I’un des produits secondaires les plus connus de la peroxydation lipidique, le
MDA peut étre utilisé comme marqueur de lésion de la membrane cellulaire. Des niveaux
accrus de produits de peroxydation lipidique ont été associés aux zones inflammeées ainsi qu’a
une variété de maladies chroniques chez les humains et les modeles animaux (Lovric et al,
2008).

Dans notre étude, le taux du MDA hépatique a été évalué selon la méthode d’Ohkahawa
etal., (1979).
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Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100c°), entre le MDA et deux
thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les solvants

organiques comme le butanol.
Meéthode de dosage :

A 0.5 ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) de foie nous avons additionné 0.5
ml d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1 ml d’acide Thiobarbiturique (TBA) 0.67%. Le
mélange est chauffé a 100c” pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol.
Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/min, 1’absorbance est déterminée sur le
surnageant au spectrophotometre & 520 nm. La quantit¢ du MDA dans 1’échantillon est
exprimée en nm/gramme de tissu (foie). Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisée

avec du 1, 1, 3,3-tetraetoxypropane dans les mémes conditions.

Figure 11 : Les fractions obtenues pour Figure 12 : d’acide trichloracétique (TCA)
le dosage MDA

11.2.2.2 Dosage du glutathion réduit hépatique

Le glutathion, également appelé GSH, est un composant endogene du métabolisme
cellulaire, c’est un tripeptide composé de glycine, de cystéine et d’acide glutamique. Il est
normalement présent dans le foie a une concentration de 10 mmol I- I. Elle fait partie intégrante
de la biotransformation des substances xénobiotiques et sert a protéger 1’organisme des agents
réducteurs (Gad, 2014). Le glutathion se trouve dans la cellule sous deux formes : une forme
oxydée « GSSG » et une forme réduite « GSH » représentant plus de 99% de la quantité total
(Lahouel, 2005).
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HoN™ ™ O
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Figure 13 : Formule chimique du Glutathion réduit. (Lahouel, 2005).

O
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» Principe

Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB)
est la méthode la plus employée (Ellman, 1959). La réaction consiste a couper la molécule
d’acide 5,5" dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére I’acide
thionitrobenzoique (TNB) lequel a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 mn selon la

réaction suivante :

NGy
COOH NO. S
, COOH , COOH
¢ - 2 X
| Arnod ko
. g
S NO, “
:
HOOC ('3
G,
Figure 14 : Réaction d’Ellman (Ellman,1959).
Meéthode de dosage :

1- A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) du foie nous avons additionné 0.5 ml
d’acide trichloracetique (TCA)10%puis centrifugé 2000tours/min pendant Sminutes.

2- Ensuite, a 1.7 ml du tampon phosphate, pH : 8, nous avons additionné 0.2 ml de surnageant
et 0.1ml du réactif d’Ellman. La lecture de la densité optique est effectuée apres 5 minutes a

412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le TCA10%.
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3- Les concentrations du GSH dans I’échantillon sont exprimées en pm/gramme de tissu. Elle

est obtenue gréce a une courbe standard réalisee avec du GSH dans les mémes conditions.
11.2.2.3 Dosage de I’activité de la catalase cytosolique

La catalase est une enzyme dismutase, elle contient une fraction héme au site actif et
convertit deux molécules de peroxyde d'hydrogene en oxygeéne et en eau, elle est impliquée
dans la prévention des dommages cellulaires causes par le stress oxydatif (Kehrer et al., 2010).

L’activité de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode Aebi, (1984). La
méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le peroxyde d’hydrogene
H202 (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du changement d’absorbance a 240 nm

chaque minute dans un intervalle de temps de 2 minutes.
» Principe

Le principe repose sur la disparition de ’'H202 a 25 C° par la présence de la source

enzymatique dans la fraction cytosolique
» Méthode de dosage

La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le péroxyde
d’hydrogéne (H202 (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du changement

d’absorbance a 240 nm chaque minute dans un intervalle de temps de 2 minutes.

> Calcule
| g=2303 Xlogﬂ
T A2

- K : Constant de vitesse de la réaction.
- T : Intervalle de temps.
- Al : Absorbance dans le temps zéro

- A2 : Absorbance aprés une minute.
L’activité de I’enzyme est calculée selon I’équation suivante : U/mg =

N : mg de protéines en mg présentent dans le volume de 1’échantillon utilisé.

Ul/mg de Prot : u mole d’H202 consommé/min/mg de protéine.
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11.2.3 Méthodes d’évaluation in vitro de ’activité de I’extrait de polysaccharides algaux
11.2.3.1 Evaluation de L’activité protectrice de I’extrait de polysaccharide

Afin d’étudier la capacité de I’extrait de polysaccharides algaux a prévenir les hépatites
causées par un surdosage de I’acétaminophéne (paracétamol), nous avons choisi de réaliser le
test d’inhibition de la dénaturation des protéines (BSA) par la chaleur (72°C) décrit par
(Kandikattu et al., 2013).

e Nous avons réalisé une gamme de concentrations de 1’extrait de polysaccharides algaux,
allant de 50 a 400 pg/ml.

e 1ml de chaque dilution est ajouté a 1ml de la solution BSA & 0.2% préparée dans du PBS
(ap H6.4, NaCl0.9%). Enfin, le mélange est incubé pendant5min a 72°C.

e Ensuite, nous attendons que les tubes refroidissent avant de les passer au vortex, enfin
I’absorbance des mélanges est lue a 660 nm.

o Nous avons aussi choisi I’aspirine comme anti-inflammatoire de référence, son activité anti-
inflammatoire a été évalué dans les mémes conditions appliquées a nos échantillons.

e Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique a ensuite été calculé en utilisant
I’équation suivante : (%) Protection=100-( Doéchantillon / Doducontrdle) X100.

Un contréle (un mélange sans extrait de polysaccharides) a été utilisé pour les calculs.
11.2.3.2 Evaluation de I’activité anti-hémolytique de I’extrait de polysaccharides

L’¢évaluation de I’activité anti-hémolytique d’un extrait est un trés bon indicateur quant &
sa capacité a presenter un effet thérapeutique pour plusieurs maladies hémolytiques,

inflammatoires ou encore dégénératives comme 1’hépatite.

Nous allons donc, inspecter a travers ce test la possible activité anti-hémolytique de notre
extrait de polysaccharides algaux, c'est-a-dire sa capacité a prévenir la destruction des globules

rouges soumises a un stress osmotique.
> Préparation de la suspension érythrocytaire

e Le sang préleveé pour la réalisation de nos tests est récupéré dans des tubes héparines a partir
de personnes volontaires saines qui n’ont pas de pathologies particuli¢res afin d’éviter toute

interférence avec nos résultats.

e Le sang est centrifugé a 3000rpm /5min, le culot récupéré et lavé 3 fois avec la solution PBS

iso-saline formée de tampon phosphate de potassiuml0mM, pH=7,4 et 154mM de NaCl.
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Chaque lavage consiste en une suspension des cellules dans du PBS Iso-saline et une
centrifugation a 3000 rpm/5min.
e Apres la derniere centrifugation, le culot est suspendu a nouveau dans une solution du PBS

iso-saline, la suspension érythrocytaire est préte (Rani et al., 2014).

Figure 15 : Récupération de la suspension érythrocytaire.

11.2.3.3. Evaluation de la non-toxicité de I’extrait de polysaccharides pour les globules

rouges

Avant de passer a I’évaluation de I’activité anti-hémolytique de notre extrait, nous devons

au préalable nous assurer de son innocuité vis a vis des GR, selon les étapes suivantes:

1- une série de concentrations de 1’extrait de polysaccharides a été préparée dans un tampon
phosphate (pH 7.4 ; 0.9% NaCl) a un hématocrite de 2%.

2- Le mélange a été incubé pendant 10 min a température ambiante, ensuite centrifugé a2000

rpm & 4° C.

3- lire I’absorbance du surnageant a 540 nm.
4- Le pourcentage de protection a été calculé en utilisant la saponine (a 1200 ug/ml),
C’est notre hémolytique de référence, provoquant 100% d’hémolyse.
5- Un tube sans traitement qui représente le témoin négatif a aussi été préparé, afin d’observer
une hémolyse naturelle.
Les pourcentages d’hémolyses de chacune des concentrations utilisées sont calculés

suivant I’équation suivante :
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Hémolyse (%) = [DoE- Doc-/ Doc+] X 100
DoE : Densité optique de 1’échantillon
Doc- : Densité du contrdle négatif

Doc+ : Densité du contrdle positif.

11.2.3.4.b Evaluation de ’activité stabilisatrice des membranes des GR par ’extrait de

polysaccharides contre un stress osmotique

Certains parameétres physicochimiques tel que le milieu hypotonique, peuvent provoquer
la rupture de la membrane cytoplasmique des GR et libérent par la méme occasion leur contenu
en hémoglobine.

L’hémoglobine libérée sera dosée a 1’aide du spectrophotométre a une longueur d’onde de 540
nm.

1. Nous avons donc commencé par préparer une série des concentrations en NaCl de

0.3%, 0.5%, 0.7 %et0.9%.

2. Ensuite, nous avons mélangé 1 ml de la suspension érythrocytaire a 2 % a 1 ml de

I’une des concentrations variables en NaCl citées précédemment (préparées dans PBS).

3. Chacune est combinée par la suite a des concentrations variables de I’extrait

(50,100,200,300,400 pg/ml), cela veut dire que chaque concentration de 1’extrait sera

testée avec les quatre concentrations de NacCl.

11.3 Evaluation statistique

L’¢évaluation statistique est effectuée par le logiciel Graph Pad Prism 8. Les valeurs du
groupe Témoin et celles des groupes traités par I’extrait de polysaccharides algaux
sontanalysées par one-wayanalysis of variance (ANOVA) suivi par Student. Les résultats sont
donnés sous forme de moyennes et écart-types pour 5 rats dans chaque groupe. Les résultats
sont exprimés en moyenne * écart-type n = 5 : Différence non significative P > 0.05 ; Différence
Significative*P <0.05 ; **P <0.01.
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111 Résultats :
I11.1Evaluation de I’activité d’extrait de polysaccharides in vivo

111.1.1 Effet de ’extrait de polysaccharides algaux sur les parameétres biochimiques du

sang
> Transaminases

Les résultats de 1’influence d’un traitement de 10 jours par ’extrait de polysaccharides
d’Ulva lactuca sur les transaminases chez des rats atteints d’une hépatotoxicité par

I’administration de paracétamol sont rassemblés dans le tableau II.

Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que 1’administration du paracétamol
(2g9/Kg) a provoqué une augmentation hautement significative (p<0.01) de la concentration
sérigue de I’ALT (254,517+15.38 UI /L contre 49.67,81+4.41 UI /L) et de I’AST
(377.281+63.228UI/L  contre 118,931+7.33) par rapport au témoin. Cependant
L’administration par voie orale de 1’extrait de polysaccharides de Ulva lactuca pendant 10Jours,
avec une dose de 100mg/kg a provoqué une baisse significative (p<0.05) de I’ALT
(102,171£5.22 UI /L) et de I’AST (189,259+36.11) par rapport au témoin traité par le

Paracétamol.

Tableau 11 : Résultats de dosage de L’ALT et L’AST

Groupes ALT AST
Control 49.67,81+4.41 118,931+7.33
Paracétamol 254,517+15.38** 377.281+63.228**
Paracétamol+Extrait 102,17145.22** 189,259+36.11**

Les résultats sont exprimés en moyenne #écart -type, n=3.ns. : Différence non
significative P >0.05 ; *P<0.05; **P<0.01.

111.1.2 Evaluation de I’effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur les paramétres du

stress oxydant
111.1.2.1 Effet sur la concentration du molonydialdéhyde (MDA)

La figure 16 représente la variation du taux hépatique en MDA chez les rats traités avec
le paracétamol et des rats traités avec le paracétamol plus I’extrait de polysaccharides algaux
par rapport aux témoins.

Pour cette étude, la concentration en MDA a été déterminée sur la réaction cytosolique

25



Résultats

du foie. Nous avons constaté que chez les rats traités par le paracétamol, 1’hépatotoxicité
provoquée est associée a une peroxydation lipidique exprimée par I’augmentation significative
(P < 0.05) du taux du MDA au niveau hépatique (148.7.31+9.555nmol/g tissu) par rapport au
groupe témoin (67.77+3.387nmol/g tissu).

Par contre un traitement de 10 jours par I’extrait de polysaccharides algaux a
significativement baissé le taux du MDA a 94.88+3.804 nmol/g tissu par rapport aux témoins

traités par le paracétamol seul.
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Figure 16 : Effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur le taux du MDA hépatique

Les resultats sont exprimés en moyenne *écart -type, n =3.
ns.: Différence non significative P>0.05 ; *P<0.05 ; **P<0.01

111.1.2.2Variation de taux hépatique en glutathion réduit (GSH)

Les résultats de 1’é¢tude de I’influence d’un traitement de 10 jours par I’extrait de
polysaccharides algaux sur le taux hépatique du GSH sont rassemblés dans la figure 17. Chez
les rats traités par le paracétamol, nous avons constaté une diminution significative du taux du
GSH hépatique (15.80£2.131 nmol/mg prot) par rapport a celui enregistré chez les témoins
sains(40.71+3.035nmol/mgprot)(P<0.05).Par contre, la déplétion du glutathion réduit (GSH)
hépatique causée par le paracétamol a été en partie limitée a (24.71+1.598 nmol/mg prot) chez
le groupe ayant recu I’extrait Ulva lactuca pendant 10 jours a la dose quotidienne de 100 mg/kag,

par rapport au groupe paracétamol (P<0.05).
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GSH nmol/mg protein

Figure 17 : Influence de I’administration de 1’extrait de polysaccharides algaux sur la

Concentration hépatique en GSH

Les résultats sont exprimés en moyenne écart -type, n=5.
ns : Différence non significative P>0.05 ; *P<0.05 ; **P<0.01.

111.1.2.3 Activité de la catalase (CAT) hépatique

L’activité de la catalase a été déterminée sur une fraction cytosolique du foie. La figure
18 présente les résultats de I’influence d’un traitement de 10 jours par 1’extrait de
polysaccharides algaux sur 1’activité de la catalase dans le foie. Dans notre étude nous avons
constaté une réduction significative (P<0.05) de I’activité de la catalase a un niveau du foie
chez les rats traités par le paracétamol (44.90+3.146pmol/min/mg) par rapport a celles des rats

sains témoins (149.9+7.790 umol/min/mg).

D’autre part, on a constaté¢ que I’administration de I’extrait de polysaccharides algaux
(100 mg/Kg) a permis une augmentation significative (P< 0.05) de I’activité de la catalase
cytosoliques normalement réduite par I’administration du paracétamol. Cette hausse est a
I’ordre de (86.48+5.863umol/min/mg) mais elle reste cependant encore inférieure a celle des

rats sains témoins.
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CAT pmol/min/mg

Figure 18 : L’effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur I’activité de la CAT

Les résultats sont exprimés en moyennez écart-type, n =5.
ns.: Différence non significative P>0.05 ; *P<0.05 ; **P<0.01.

I11.2Evaluation de I’activité d’extrait de polysaccharides in vitro

111.2.1Evaluation de I’activité protectrice de I’extrait de polysaccharides
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Figure 19 : Taux de protection contre la dénaturation thermique du BSA en présence

De I’aspirine et de I’extrait de polysaccharides algaux

D’apres I’histogramme ci-dessus, nous remarquons que le taux de protection de 1’extrait
de polysaccharides est directement proportionnel a la concentration utilisée, allant de 17.347%
pour la premiere concentration (50ug/ml) jusqu’a plus de 52.12% pour la cinquiéme

(400pg/ml). Cependant, ces valeurs restent en dessous de celles enregistrées pour 1’aspirine qui

28



Résultats

vont de 37.644% pour la premiére concentration de 50 pg/ml jusqu’a 82.197% pour la
cinquiéme (400 pg/ml).

111.2.2 Evaluation de la non-toxicité de I’extrait de polysaccharides pour les globules

rouges

Le tableau Il présente les pourcentages d’hémolyse obtenus aprés 1’incubation des GR
avec I’extrait de polysaccharides algaux, les taux ont été calculés en prenant en considération

un témoin positif (GR avec saponine) et un témoin négatif (hémolyse naturelle).

Tableau I11 : Pourcentage d’hémolyse avec différentes concentrations de 1’extrait algal.
Concentration de I’extrait (ug/ml) % Hémolyse
50 1.39+£0.31%
100 1.91+0.75%
200 3.65+0.88%
300 3.88+0.67%
400 4.26+1.42%

111.2.3 Evaluation de I’activité stabilisatrice des membranes des GR par D’extrait de

polysaccharides contre un stress osmotique

Un globule rouge placé dans 1’eau pure subit une pression osmotique considérable. En
absence de contre-pression appliquée dans le cytoplasme, la solution (hypotonique) diffuse vers
I’intérieur de la cellule (hypertonique) a travers la membrane. L’entrée massive d’eau dans
I’hématie entraine le gonflement puis 1’éclatement du globule rouge. Ce test nous permet
d’évaluer la capacité de I’extrait de polysaccharides algaux a donner une stabilité aux
membranes des GR et donc d’éviter leur éclatement par hémolyse. Les résultats obtenus sont

exprimés sur le graphique si dessous :
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Figure 20 : Pourcentage de protection des GR en fonction des concentrations de I’extrait de

polysaccharides algaux contre un stress osmotique.

Nous remarquons que le pourcentage de protection des GR par I’extrait algal augmente
proportionnellement avec la concentration de ce dernier ainsi que la concentration de la saline
utilisée.

L’activit¢é maximale était enregistrée a une concentration de 400 pg/ml pour donner
respectivement 54.19%, 66.70%, 71.55% et 78.39% avec la concentration de la saline suivantes
: 0.3%, 0.5%, 0.7 et 0.9%.

Les résultats obtenus sont assez intéressants dans la mesure ou elle démontre la présence
d’une activité protectrice vis-a-vis des GR contre le stress osmotique et donc prévenir

I’hémolyse.
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1. Discussion

Les algues prennent de 1I’importance dans divers domaines allant de I’alimentation a la
médecine. A cet égard, L Ulva lactuca, une macro algue verte, parfois appelée laitue de mer, a
été bien etudiée et documentée. Il a été signalé que cette algue verte a suffisamment
d’antioxydants, antimicrobiens, antiviraux, antihyperlipidémiques, antitumoraux et anti-
inflammatoires qui suggérent qu’elle est une source puissante contre divers maux (Tang et al.,
2016). De plus, les rapports concernant 1’utilisation de ses polysaccharides dans
I’administration de médicaments, les pansements des plaies et 1’ingénierie tissulaire

authentifient sa candidature dans des applications biomédicales (Tang et al., 2016).

En outre, il a été démontré que les algues contiennent de nombreux composants
biologiquement actifs, qui pourraient étre utilisés comme agents thérapeutiques dans les
compléments alimentaires (Ana Maria et al., 2010 ; Madhusudan et al., 2011). De méme,
Ulva sp. (Algues vertes) a été connue pour ses divers composes bioactifs fonctionnels qui ont
été étudiés pour leurs activités (Tang et al., 2016). Dans le genre Ulva, environ 50 espéces ont
été identifiées et signalées (Nic et Guiry, 2002).

L’objectif de notre travail consistait a évaluer le potentiel hépatoprotecteur de 1’extrait de
polysaccharides de 1’algue Ulva lactuca contre I’intoxication provoqué par le paracétamol in
vivo et ce par le biais du dosage de certains parameétres biochimiques du stress oxydant
tissulaire, mais également a inspecter ’activité anti-inflammatoire in vitro par le test de
stabilisation de la BSA (Bovine Serum-Albumin) et de la membrane des érythrocytes.

L’acétaminophéne chimiquement appeler N-acétylaminophénol (APAP) est un
antipyrétique et analgésique couramment utilisé. Il est sir lorsqu’il est pris a des doses
thérapeutiques ; cependant, le surdosage peut conduire a une hépatotoxicité grave et méme
mortelle (Anne et Larson, 2007). En faible pourcentage, les enzymes du cytochrome P450 2E1
(CYP2E1) oxydent I’APAP et forment I’imine N-acétyl-p-benzoquinone (NAPQI), un
intermédiaire hautement réactif, qui est détoxifié par liaison covalente avec le glutathion (GSH).
Cependant, dans I’intoxication a I’APAP, il génére un excés de NAPQI, ce qui provoque la
déplétion du GSH qui se lie aux macromolécules, déclenchant ainsi un stress oxydatif
accompagné d’un dysfonctionnement mitochondrial, et finalement entrainant la mort

hépatocellulaire (Yuan et al., 2016).
L’hépatotoxicit¢ de I’acétaminophéne(APAP) suivie des événements cités
précédemment, conduisent a une altération de la respiration mitochondriale de la formation

d’espéces réactives d’oxygeéne (ROS) et du stress oxydant (Fotio et al., 2020).L’ingestion d’une
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dose plus ¢élevée d’acétaminophéne induit la synthése de nombreuses cytokines et chimiokines
comme le TNF-a, I’'IL-1pB, I’IL-6, I’IL-10, le MCP-1, le MIP-2 et I’IL-8, ce qui entraine
I’activation de neutrophiles et de monocytes, puis leur recrutement dans le foie endommagé
(Yan et al., 2018). Le recrutement excessif de cellules inflammatoires dans les tissus
endommageés contribue également a la formation de grandes quantités de ROS (Du et al., 2016).

L’¢tude menée par (Shampa, 2016) a montré que ’apparition d’une inflammation suite
a un exces de ROS peut étre causé par un exceés d’acétaminophéne, amene les cellules
immunitaires a sécréter diverses cytokines et chimiokines afin de recruter diverses autres
cellules immunitaires au site de stress oxydative. La génération accrue de ROS par les cellules
immunitaires au site de I’inflammation provoque un stress oxydatif et des lésions tissulaires
(Shampa et al., 2016). En plus, L'exces de NAPQI mene aussi a 1’appauvrissement du
glutathion (GSH), et de 1’adénosine triphosphate (ATP) (Jaeschke et al., 2015).

D’autre part, la cytotoxicité de 1’acétaminophéne est associée a une perturbation de
I’homéostasie intracellulaire causée par I’interaction de son métabolite NAPQI avec les thiols
des hépatocytes dans la mesure ou le NAPQI peut a la fois se lier de maniere covalente aux
thiols et de les oxyder, cette perturbation peut causer des lésions hépatiques ainsi qu’un
dysfonctionnement hépatique supplémentaire (Nicotera et al., 1989).

Abd El-Baky et ses collaborateurs (2008) ont révélé que afin de minimiser les dommages
oxydatifs aux cellules vivantes, des antioxydants synthétiques comme 1’hydroxyanisolbutylé
(BHA) et I’hydroxyltoluénebutylé (BHT) sont couramment utilisés pour inhiber la
peroxydation des lipides mais ils se sont avérés toxigques responsables de dommages au foie, de
promoteurs de cancérogenése et d’altération des activités enzymatiques (Abd El-Baky et al.,
2008).

Il est donc important d’utiliser de nouvelles sources d’antioxydants sirs et efficaces
d’origine naturelle comme les algues marines. (Gey, 1990), a signalé que les antioxydants de
source naturelle ont une biodisponibilité plus élevée et donc une efficacité protectrice plus
élevée contre le stress oxydatif que les antioxydants synthétiques (Gey, 1990).

Comme évoque dans les parties précedentes, les algues vertes et en particulier Ulva
lactuca sont utilisées dans différents domaines, des compléments alimentaires aux applications
biomeédicale (Faradila et al., 2020). Les polysaccharides obtenus de diverses especes d’Ulva,
ont montré diverses activités biologiques, y compris des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires, anticancéreuses, antibactériennes et antivirales. Cette algue a une capacite anti-
radicalaire en inhibant la peroxydation des lipides et en augmentant 1’activité des enzymes

antioxydantes (Cindana et al., 2020).
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Des études qui ont été menées comme celles de (lanna et al., 2016) montre que la fraction
polysaccharidique sulfatée de 1’algue verte Ulva lactuca a la dose la plus faible (1 mg/kg)
présentait une bonne activité car elle presentait un effet anti-inflammatoire par I’inhibition de
I’cedéme osmotique. En outre, la fraction polysaccharidique sulfatée est dépourvue de toxicité
significative ce qui la rend stire pour d’autres études précliniques.

Dans notre étude, le but consistait a évaluer I’activité hépato-protectrice par le dosage de
certains parameétres hépatiques essentiellement de stress oxydant représentés par la catalase
(CAT) et le glutathion (GSH), mais aussi du malondialdéhyde hépatique (MDA) pour
déterminer le degré de la peroxydation lipidique chez les différents groupes de rats. Nous avons
aussi dosé le taux d’enzymes hépatiques, I’alanine aminotransférase (ALT), et l'aspartate
aminotransférase (AST) qui sont des indicateurs de souffrance cellulaire au niveau du foie
(hépatotoxicité), afin de détecter une éventuelle amélioration chez les rats traités par I’extrait
de polysaccharides.

L’intoxication par I’acétaminophéne stimule 1’enflure cellulaire, I’augmentation du poids
du foie, la vascularisation, 1’inflammation et la nécrose des hépatocytes (Yoon et al., 2016).
Cela entraine la libération d’enzymes hépatiques comme I’ALT et I’AST des cellules
hépatiques endommagées dans le sang. La détermination de la concentration sérique d’ALT et
d’AST est utilisée pour estimer 1’étendue des dommages hépatiques (Krithika et Verma,
2019).

Nos résultats sont compatibles, car nous avons remarqué que I’administration d’une dose
toxique d’APAP (2g/kg) a significativement (P < 0.05) augment¢ le taux des AST, ALT par
rapport aux témoins sains. D’autre part, nous avons également constaté une réduction
significative (P < 0.05) des taux de GSH et CAT (15.80+2.131 nmol/mg prot) et
(44.90£3.146pmol/min/mg) respectivement, par rapport a celles des témoins sains
(40.71+£3.035 nmol/mg prot) (149.9+7.790 pmol/min/mg) respectivement, les études de
(Hodgman et Garrard, 2012) ; (Yoon et al., 2016) ont montré que 1’hépatotoxicité a I’APAP
provoque la production d’une grande quantité du metabolite nocif NAPQI, ce qui conduit par
la suite a 1’épuisement des enzymes GSH avec une augmentation de la formation d’especes
réactives d’oxygeéne et d’azote, c’est ce que nous avons observé précédemment dans nos
résultats (P< 0.05) et qui sont aussi compatibles avec ceux de (Fotio et al., 2019) qui a constaté
que le taux de GSH a été considérablement réduit par le traitement a 1’acétaminophéne dans le
foie de souris (P<001)et CAT a été réduit (P<0.05).

De plus, les données de (Guven et al., 2008) ont montré que le taux de CAT a nettement

baissé chez des rats ayant recu des doses répétées d’acétaminophene (1 g/kg). Nos résultats sont
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cohérents, car nous avons constaté que 1’administration d’une dose toxique d’APAP (2g/kg) a
significativement (P < 0.05) réduit le taux de CAT.

En contrepartie, nous avons constaté une augmentation significative (P < 0.05) du MDA
au niveau hépatique (148.7.31+9.555nmol/g tissu) par rapport au groupe témoin (67.77+£3.387
nmol/g tissu), comme le montrent les résultats ci-dessus, en revanche un traitement de 10 jours
par I’extrait de polysaccharides algaux a significativement baissé (P<0.05) le taux du MDA a
94.88+3.804 nmol/g tissu par rapport aux témoins traités par le paracétamol
seul(148.7.31+9.555nmol/g).Le MDA (malondialdéhyd) est considéré comme 1’un des produits
terminaux de I'oxydation des acides gras poly-insaturés (Stefan et al., 2004).

Fotio et al., (2019) ont prouvé par leurs études que 1’administration d’acétaminophéne
entraine une augmentation significative (P<0,05) de la peroxydation lipidique évaluée par le
niveau de MDA dans I’homogénat hépatique jusqu’a 12 umol/g tissu par rapport au groupe
témoin sain (5 pmol/g tissu).

Un certain nombre d’ceuvres et des nombreux chercheurs tels que (Pourmorad et al.,
2006) ont etudié les activités antioxydantes des polysaccharides issus des algues vertes et ont
déja révélé que I’extrait d’Ulva lactuca a une grande quantité de flavonoides et des teneurs
phénoliques totales comme la quercétine qui leur donnent une capacité antioxydante élevée leur
permettant d’étre utilisés pour le traitement de plusieurs maladies(Pourmorad et al., 2006).En
outre, nos extraits d’algues ont montré une action inhibitrice puissante contre le stress oxydatif
dans les tissus hépatiques. Ainsi, ces extraits pourraient étre utilisés dans le traitement des
Iésions hépatiques liées au stress oxydatif. (Sire et al., 1983) et (Qi et al., 2006) ont signalé que
les polysaccharides d 'Ulva lactuca ont la capacité de protéger le foie contre les radicaux libres.
De plus, Ulva lactuca contient des polysaccharides présentent des activités de balayage radical
et de chélation des métaux, ce qui confirme leurs propriétés antioxydante (Olasehinde et al.,
2019).

Les études de Hassan et al., (2011) ont montré que la supplémentation en polysaccharide
extraits de U lactuca a des rats hypercholestérolémiques s’est montrée efficace pour diminuer
le stress oxydatif et réguler le dysfonctionnement hépatique en augmentant les activités des
enzymes antioxydantes (CAT et GSH), réduisant le taux de MDA par la réduction de processus
de peroxydation des lipides, et les taux de I’ALT et I’AST ont été réduits de fagon significative.
Ce qui signifie que cet extrait pourrait donc réguler le systeme de défense antioxydant par
I’inhibition de la production de ROS.

Arumugam et ses coopérateurs (2008) ont révélé que les polysaccharides d 'Ulva lactuca

présentent des propriétés antipéroxydantes et anti-hyperlipidémiques avec une amélioration de
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la concentration hépatique des antioxydants non enzymatiques (GSH) et des thiols protéiques
hépatiques ce qui permettrait d’optimiser le statut antioxydant dans le foie.

Nos résultats sont en accord avec tout ce qui a été précédemment mentionné, car nous
avons constaté que I’utilisation de concentration d’extrait de polysaccharides de 100 mg/kg
avait provoqué une baisse significative de taux du I’ALT, ’AST et MDA jusqu’a
(102,171+£5.22 Ul /L), (189,259+36.11) et (94.88+3.804 nmol/g) respectivement. En
concomitance, nous avons constaté 1’augmentation de la l'activité antioxydante principale qui
protége contre le stress oxydatif jusqu’a (24.71£1.598 nmol/mg prot) pour la GSH et
(86.48+5.863 umol /min/mg) pour la CAT, par rapport aux témoins traités par le paracétamol
seul.

Dans ’autre partie de notre étude, L’évaluation de I’activité hépato protectrice a été
réalisée aussi par des tests in vitro qui peuvent témoigner du potentiel anti-inflammatoire de
I’extrait étudié, c’est-a-dire leur capacité de prévenir les inflammations (hépatite).

Nous avons choisi de réaliser le test d'inhibition de la dénaturation du sérum albumine
bovine (BSA), ainsi que le test de tolérance des globules rouges (GR) a I’extrait pour s'assurer
de sa non-toxicité et enfin le test de stabilisation de la membrane des GR afin d'estimer | ‘effet
protecteur de I'extrait vis-a-vis d'un stress osmotique.

L’inflammation est généralement considérée comme une réponse biologique complexe
des tissus vasculaires aux stimuli nocifs. De plus, I’inflammation est associée a la douleur, et
elle implique une augmentation de la dénaturation des protéines, une augmentation de la
perméabilité vasculaire et une altération des membranes (Gunathilak et al., 2018)

D’apres Hajare et al., (2001) la plupart des anti-inflammatoires (AINS) possédent la
capacité intrinséque de stabiliser ou de prévenir la dénaturation de I’albumine induite par la
chaleur, donc tout agent qui peut prévenir la dénaturation des protéines serait a envisager pour
le développement de médicaments anti-inflammatoires (Hajare et al., 2001).

La dénaturation des protéines facilite la production d’auto-antigénes, ce qui provoque des
pathologies inflammatoires (Zhao et al., 2008). Le mécanisme d’inhibition de la dénaturation des
protéines a I’aide des anti-inflammatoires a haute température a été identifié par (Bhattacharya et al.,
2012).

Les recherches de Tang al., (2016) sur I’action anti-inflammatoire des polysaccharides
d’algue Ulva lactuca ont indiqué que I’extrait pourrait étre un agent anti-inflammatoire
prometteur grace a leur capacité de reduire I’inflammation sans laisser des traces indésirables.

De plus, les analyses hématologiques se sont révélées normales, ce qui donne a penser que les
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propriétés anti-inflammatoires des algues marines vertes devraient étre prises en considération
(Margret et al., 2009).

Madelyn et ses collaborateurs (2021) ont constaté que 1’utilisation des polysaccharides
issus des algues vertes inhibent en fonction de la concentration de I’extrait la dénaturation de la
BSA induite par la chaleur. L’augmentation du pourcentage d’inhibition avec les concentrations
les plus éleveées était la tendance générale. De toute évidence, les polysaccharides inhibent la
dénaturation de la protéine BSA, cette activité a été enregistré avec des concentrations faibles
et ca augmente avec des concentrations plus élevées, Nos résultats sont conformes a ces
affirmations de sorte que 'utilisation de 50 a 400 pg/ml I’extrait des polysaccharides d’algue
Ulva lactuca a inhibé la dénaturation de BSA de 17.34 % jusqu’a 52.12% respectivement.

Elmegeed et al., (2014) avaient réalisé une étude de toxicité qui a été estimé par le test
d’hémolyse, les pourcentages d’hémolyse obtenus apreés 1I’incubation des GR avec 1’extrait algal
Ulva lactuca ont démontré que toutes les concentrations d’extrait brut testées ont un effet non-
hémolytique sur les globules rouges et toutes les fractions d'ulvanes extraites d’Ulva lactuca
n‘ont montré aucun effet cytotoxique.

L’étude menée par Faggoie et al., (2015) visant a évaluer 1’activité anticoagulante des
polysaccharides des algues vertes, Genre Ulva, a montré que I’extrait n’a aucun effet
cytotoxique sur les globules rouges et n’a pas affecté les parameétres hématologiques.

De plus, Les recherches de (Elbayomi et al., 2021) ont montré que 1’administration de
10 a 100 pg/ml d’extrait de polysaccharides a réussi a stabiliser la membrane érythrocytaire
contre I’hémolyse induite par I’hypotonicité d une maniére dépendante de la concentration. Les
polysaccharides n’étaient pas considérablement toxiques pour les globules rouges, méme a des
concentrations élevées.

Nos résultats sont cohérents, car nous avons remarqué quel pourcentage de protection des
globules rouges par l’extrait algal Ulva lactuca s'accroit proportionnellement avec la
concentration de ce dernier. L’activité maximale a été obtenu a une concentration de 400 pg/ml
donnant respectivement54.19%, 66.70%, 71.55% et 78.39%avec les concentrations de la saline
suivantes : 0.3%, 0.5%, 0.7 et0.9%. Les résultats obtenus s'averent assez intéressants au point
qu'elles montrent la présence d’une activité protectrice & I'égard de GR contre le stress
osmotique et par conséquent prévenir I'némolyse.

Compte tenu de toutes les études et les constatations susmentionnees, la sévérité de
I’atteinte hépatique peut étre évaluée par le dosage des parametres hepatiques, en effet, le
changement des taux de ces parametres prouve I’existence d’une souffrance hépatique qui peut

étre liece a des processus inflammatoires dégenératifs au niveau du foie, médie
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vraisemblablement par un déséquilibre redox (stress oxydant) important, de I’infiltration des
cellules immunitaires, de la peroxydation lipidique voire de la nécrose. Les résultats obtenus
ont montré quel traitement des rats par 1’extrait de polysaccharides algaux d’Ulva lactuca a
significativement amélioré les paramétres biochimiques du foie par rapport aux témoins traités
par le paracétamol seul. Ces résultats nous laissent suggérer quels polysaccharides algaux
possedent une activité antioxydante qui se manifeste par leurs capacités de lutter contre les
effets indésirables de I’acétaminophene en réduisant le stress oxydatif, cela a été constaté par
une augmentation remarquable des taux de GSH et CAT avec une diminution de taux du MDA.
De ce fait, nous pouvons affirmer que les polysaccharides issus de I’algue verte Ulva lactuca
possedent effectivement un effet protecteur contre la toxicité hépatique du paracétamol
(I’acétaminophene) chez les rats. Cependant, il est nécessaire de réaliser des analyses
complémentaires pour mettre en évidence les différents constituants de ces polysaccharides afin

de donner des explications plus pointues sur leurs cibles et leurs mécanismes d’action.
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Les plantes, qu’elles soient aquatiques ou terrestres, ont toujours représenté la principale
source d’intérét pour I’industrie pharmaceutique, plusieurs molécules d’origine végétale sont
utilisées comme remedes sous forme de préparations traditionnelles ou de principes actifs purs.
Ensuite, la purification des molécules a usage thérapeutique s’est étendue ces dernicres

décennies a d’autres systémes, tel que les algues marines.

Les algues marines sont des sources potentiellement prolifiques de métabolites hautement
bioactifs qui pourraient représenter des pistes utiles dans le développement de nouveaux agents
pharmaceutiques, et en vue de réduire les effets secondaires engendrés par les molécules
d’origine chimique, des études modernes visent a valoriser le potentiel pharmacologique des
extraits de ces algues afin d'explorer des nouveaux principes actifs d’origines naturels qui sont

biologiquement et physiologiquement adapté a notre organisme.

Le présent travail s’est orienté vers I'évaluation de 1’effet hépatoprotecteur des
polysaccharides extraits de 1’algue Ulva Lactuca et sa capacité a prévenir le stress oxydatif
résultant d'intoxication par le paracétamol. Les résultats obtenus permettent de conclure que
I’extrait de polysaccharides algaux posséde la capacité¢ de lutter contre I’inflammation en
rétablissant la balance oxydants/antioxydants et en améliorant, par conséquent, les taux des
biomarqueurs hépatiques du stress oxydatif, son activité anti-inflammatoire tient aussi a sa
capacité a prévenir la dénaturation des protéines et a fournir une stabilit¢ membranaire
permettant de lutter contre les dommages cellulaires. L’extrait d’algue Ulva lactuca a montré
donc des activités intéressantes qui pourraient étre utilisées pour développer des agents

antioxydants et anti-inflammatoires d’origine naturels.

En perspectives, il serait donc intéressant de faire d'autres recherches en vue d’explorer
les différents composants de cette algue et de déterminer d’autres principes actifs ainsi que leurs
cibles et leurs mécanismes d’action avec exactitude. Il serait aussi important d’étudier d’autres
propriétés biologiques, toutes aussi intéressantes, comme 1’activité immuno-modulatrice,
antivirale ou encore antimicrobienne, afin d’évaluer toutes les activités bénéfiques et d’élargir

les éventuels domaines d’application.
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