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La médecme moderne ne peut et ne pourra vraisemblablement assurer ses
services, au sein des populations des pavs en développement, sans que ne soient
prises en compte leurs particularités. En etfet ces populations ont aussi recours a
la meédecine traditionnelle pour des raisons entre autres

o Culturelles : la médecine traditionnelle constitue un patrimoine
culturel transmis de génération en génération :

o Socto-économiques : le bas niveau économique des populations rurales
et I'enclavement des zones rurales ne permettent pas non seulement
I"approvisionnement, mais aussi 1'achat des produits pharmaceutiques
dont le coat est ¢leve [37 (133 ].

Il est éetabli que pour un grand nombre d’affections, les plantes
medicinales sont une alternative aux médicaments dits modernes ; d’ailleurs,
beaucoup de ces deriers sont produits a partir des principes actits des plantes et
I"Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) a déja élaboré une liste de plantes
répondant a cette défimtion | 133 :124 ] L usage thérapeutique de certaines
especes decrites a fait ["objet de vérification scientifique ; d’autres méritent un
examen approfondi. Ainsi dans ce cadre, nous nous sommes intéressé a I'étude
du Lippra multiflora et d’un médicament traditionnel amélioré congolais : le
Tetra® | mis au pomnt par le tradithérapeute, Charles MBEMBA.

Premier médicament traditionnel ameliore congolais préparé a partir
d’une vingtaine de plantes médicinales et aromatiques, le Tétra® présenterait de
multiples propriétés thérapeutiques notamment antalgique et anti-inflammatoire
[4]. Son utilisation semble non négligeable au Congo [29]. Cependant aucune
étude n"a été réalisée pour infirmer ou mettre en évidence une ¢ventuelle toxicité
de la préparation sur certains organes notamment le foie. En effet, 'usage des
plantes s’avére avoir occasionnellement une hépatotoxicité ;. celle-ci est
particulierement difficile a mettre en ¢vidence du fait

- de Mautomédication trés fréquente et de la réputation d innocuité :

- de Tabsence ou du peu de controle exercé sur la toxicite de

nombreuses plantes :

- de la multiplicité des produits végétaux contenus dans certaines

préparations (cas du Tétra®), rendant trés ditficile la détermiation de
la plante responsable de I'effet indésirable [93].

Aussi. Tencriom chamaedryvs, Sviphvium officinale, Azadirachia indica.
Sassafras albidun sont reconnus hépatotoxiques [93].

L un des constituants du Tétra® est le Lippia multiflora, plante dont les
effets favorables sur Iictere ont été signalés dans la littérature [37] sans
qu aucun travail scientifique ne le confirme.
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La consommation du Zippia muliflora en miusion thétforme est quasi
quotidienne dans certams fovers congolais voire africams. e aussi. aucune
ctude na jJusque la mentionne les consequences de  cette  importante
consommation a court et long terme sur [Torganisime en  général et
particulicrement sur le foie

Ausst Ta presente etude. qui a ete realisee au Laboratoire de Biochimie et
de Pharmacologie de la Faculte des Sciences de la Sante de I'Universite Marien
Ngouabi a pour objectits de

- Determiner le protil chimique du Tetra® et de I"extrait aqueux du
Lippiamultitflora -

- Evaluer les effets secondaires du Tetrak et du Lippia muliiflora chez
le rat notamment au niveau heépatique -

- Evaluer 'eventuel potentiel hepatoprotecteur du Lippia muldiiflora et
du Tetrak chez le rat (en tenant compte du fait que le Lippia mulitlora
aurait un eftet interessant sur 1'ictere ).






1. Présentation du Tétra®
1.1 Composition et préparation

Le Tetrak est un medicament traditionnel amelioré (MTA). qui a ¢t
mis au point par un herboriste congolais Charles MBEMBA ¢t presenté sous
forme de suspension buvable de couleur marron. tres aromatisé. d un goat assez
agréable. tres concentre avec un depot. Clest un medicament non visqueux.
vendu en botte de deux flacons marrons de 250 ml. de faible actimsme.
disponible dans 4 a 6 officines de Brazzaville (Pharmacies Texaco a Ouenzé.
Jane Vialle a Moungali. Sainte Rita au Plateau des 13 ans. Saint Pierre Claver a
Bacongo. ). De nos jours. le Tetrak est vendu dans d autres villes du Congo
telles que Imptondo et Owando.

Le Tetrak resulte d'un melange dune vingtaine de  plantes
medicmales. En raison de Mnexistence d un brevet. Ninventear ne peut pas
divulguer son mode opératoire et sa composition mtegrale. Néanmomns. quelques
plantes sont connues 1l sTagit de - Hbrus precatorius, Ageratun convzoides,
Bidens pilosa. Diaochoplivllun Thoclonnn bail : Laniana camara ;o Lippida
mulitflora . Navelea  vandercuelinn - Pauridiantha - deseevrer o Phyvllanioy
cmainis - Letracera alnifolia.

La dermiere plante (Zeracera  alinfoliay est a orgine de la
dénomimation commerciale de ce medicament. Le tetra® a cu un visa de vente
en pharmacie sous le numero 113 93

1.2. Posologie

»  En tratement dattaque. 1l est conserlle 2 cullerées a soupe pure ou
diluce dans un peu deau. 3 fors par jour

= Lten trartement d entretien. une cuilleree a soupe pure ou diluee dans un
peu d eau » matin et soir
Ce schéma thérapeutique est le méme quelque soit Ta pathologie traitee.

1.3. Indications Thérapeutiques

Les mdications thérapeutiques proposees par [iventeur sont consignees
dans le Tableau [.

a



Tableau I : Indications thérapeutiques du Tétrax
(d’apres 'inventeur)

1.4.Contre —indications

Gastrites

Ulcere gastroduodenal
Hernie hiatale
Constipation
Salpingite

Tranchees uterimes
Metrotragies
Dvsmeénorrhee
Rhumatismes

Insuttisance circulatoire
artérielle

Palprtations

le Tetrak est

I"hvpotension severe.

contre

mdique

(

(Edemes d orgine cardiaque ou

renale
Toux

Bronchite

Asthme

Nevralgie. Insomnie

Etats fébriles et mfectieux
Cohques hépatiques
Inflammations et douleurs
persistantes apres certaines
operations chirurgicales vieilles

ou recentes
Colopathie

[a femme encemte. et dans



Figure 1 : Photographie du produit « Tétra »
Forme de commercialisation dans les officines



2. Présentation du Lippia multiflora

2.1, Données botaniques

Le Lippia muliifiora est wne plante aromatique d’odeur camphrée. Il
pousse dans les savanes. Il est vivace par sa souche ligneuse dressée en touffe
atteigmant deux metres de hauteur (Figure 2).

[I appartient & la famille des verbanaceae. Ses feuilles sont elliptiques a
base longuement cunée, a somunet acuming, a bord finement denté, a pubescence
blanchatre.

Il possede des intlorescences en €pis terminaux, ombelliformes, globuleux
ou cyhndriques (Figure 3, 4, 3). '

2.2. Noms vernaculaires

Communément appelé Thé de Gambie (Figure 0}, le Lippia multifiora
prend des appellations diverses selon les différentes ethnies du Congo ; a fitre
d’exemple :

*  Bulukutu chez les Kongo et les Lar
= Malukutu chez les Dondo

» Bisakambu chez les Kamba

= Mufilu Nseke chez les Bembe

2.3. Usages en médecine traditionnelle congolaise

Le Lippia multiflora est largement utilisé dans des pays d Afrique et des
Amériques, pour ses multiples vertus thérapeutiques { 8, 120 ).

Tel est le cas au Congo, ot sous forme de tisane, il est employé€ dans le
traitement de la fievre et de ['hypertension artérielle [174].
2.4. Données pharmacologiques

Diverses indications thérapeutiques traditionnelles du Lippia multiflora ont
été  vérifices scientifiquement par des ¢études pharmacologiques telles que
représenteées au Tableau 11



Figure 3 : Photographie de fleurs de Lippia
multiflora immatures

Figure 2 : Photographie d’un pied
de Lippia multiflora

Figure 4 : Photographie de fleurs
de Lippia en instance

d’éclosion

e



Figure S : Photographie d’une éclosion totale de
fleurs de Lippia multiflora

Figure 6 : Photographie de feuilles de Lippia
multiflora sechées, et vendues
sur le marché
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Tableau 11 : Propriétés pharmacologiques du Lippia multiflora vérifiées
scientifiquement.

‘ ~Nature de la drogue
' . ! . I . | Ty
o Potentiel o Extrait | Huile Références
i i .
S __aqueux | essentielle |
83
I
| oL, .
}/\Cl]VIIC antalgique 2
anti-inflammatoire o g
' “At a . ; 2
! antipyretique | ‘ R
‘ |
5
| 91
‘Activité antibactérienne 1 2 SQ 28
| |
| ‘ | 68
—_— —_ - — — ——m o — —
| | | 164
Activite antimalarique Q 2
; ' |
o | . B
—— | I
| 125
Activité myorelaxante SR a
| l
T 139
CActivit¢ antifongique ‘ Q R
| : 68
! |
5’77 TS - ) T - o ) }' I - -
| 140
| I
| Activité - g |
11 - Tx | i |
l antihypertensive | | 126
|
"Activité vasculaire . 127




3. Hépatotoxicité médicamenteuse [34 ;93;94;109;110;130|

Certams medicaments  modernes  peuvent ¢tre a origie des Iésions
hépatiques telles que la stéatose, la nécrose... 1l s agit principalement des
antalgiques, des anti-inflammatoires, des antipyrétiques, des antibiotiques, des
antidiabétiques.  des  diurétiques.  antifongiques,  antituberculeux,  des
antihypertenseurs et des anticancéreux [34]. 11 en est de méme pour les plantes
meédicmales scientifiquement ¢tudiées (Tableau 111).

Tableau 111 : Plantes médicinales dont I’hépatotoxicité a été vérifiée
scientifiquement

‘r Types de plantes ‘ Types de Iésions ] 7
| médicinales hépatiques Références
4 mat /174//7/7(///0/(//11 'Nécrose T 07 N
| — , _
Atractryvlis cunmifera. | 1Hépz\tite cholestatique | 92
D:(?/(///’él('/?lu indica ‘Stéatose 92 140
| | |
{( ‘allipepsis tanreola Hépatite Fulmmante ; 118
| |necrose ; \
Cussia c/17g1/.s'/(f(y';ﬁ<7/7 - }*iépafi»t_éiui gueé o 141 ]
(sennd) ] |
Cogniauxia podoleana- | Hépatite cytolvtique aigué | 560 |
Buillon o |Statose o
, -Hépatite aigué (HA) ‘ ;
! -Hépatite Chronique(HC) [
} Crotalaria -Necrose 38 |
| |-Cirrhose(CIRRH)
-Insuffissance-
_ hepatocellulaire(IHC) _
Lphedra (Ma Huang) Hepatite aigue 122
Hc'dc'"ﬁ()-/lzi;ﬁ//égﬂﬂ;/c'.s‘ | -Nécrose 19
-Hépatite Fulminante
-Hépatite aigué(HA)
|-Hépatite Chronique(HC)
}Hc//‘()lr()p/um -Necrose 83 - 50
~Cirrhose(CIRRH)
- -Insuflissance- o




Tableau 111 (suite)

[hépatocellulaire(THC) |

|-Hépatite argué(HA)

}[,a/'rea tridentaia | -Hépatite Chronique(HC) |
(chaparral) -Insuffissance- | 128 .15
' ' heépatocellulaire(THC) |
E-Necrose

\;
‘ -cirrhose(CIRRH)
L |

|
|
\
i
|
|
{

Lycopodinm serratim [-Hép'atite aigué a7 h‘?
(Jin-Bu-Huan) ~Fibrose modéree
Mentha puleginm ~‘ -Hépatite 19
| -Necrose B
Sassafras albidun ou FHépatite carcinogene 153
sassafas___ JoStéatose I
; | !
|Sénecio longilobus " -Hépatite aigué ; 146 159 .61 |
\ | Nécrose ‘
| | |
' SErrenoa serriclata \rHépatite cholestatique | 70
S — .
K\‘culq//w'm (skulleap) iFibrose | 78 !
]‘\'_1/'/71/7/1.1/'//1///1 (comfrey) stéatose | 71111 !
[;\j-///np—/}_;;/»z//// Hépatite aigué | 84 .92 ‘;
officinale(consondes I stéatose I |
-Hépatite Aigué(HA) \[ |
Teucrium charmaedrys | -Hépatite Chronique(HC) |
(eermandrée-petit chene) | -hépatite ‘ 30:49 :151:90 s
| cholestatique(IHC) | |
| Fibrose | |
. eeirthose(CIRRH) |
Teucrinm polin Hépatite | 110
i |
T uleriana officinaliy | Hépatite 62114
[(’va/er/an) - _ﬁ‘ - ]
Viscunr albun (¢ui) TH—ép'dtite ‘ 92 i
Mplue_fw ,,,,,,L,,,,,, S o




3.1. La stéatose |[115: 116 ; 149]

Elle se définit comme une surcharge du cytoplasme des hépatocytes par
des lipides. Elle se présente sous deux aspects principaux.
= que tout le cvtoplasme est occupé par une large vésicule de graisse qui
repoussc le novau : on parle de stéatose macrovésiculaire.
= que tout le cytoplasme est occupé par de fines gouttelettes qui ne
déplacent pas le noyau : on parle de stéatose microvésiculaire.

Globalement, 1l existe dans la plupart des situations pathologiques,
associées a une stéatose un déséquilibre entre la synthése des triglycérides a
partir des acides gras dans I'hépatocyte d une part, et leur sécrétion d’autre part.
Ausst, les principaux mécanismes responsables d'une stéatose peuvent étre
isolés ou mtriques.

* Au cours des stéatoses, l'augmentation de  TP’activité sérique des
transaminases est habituellement peu €levée © elle est la traduction d une
nécrose associée. D autres enzymes peuvent €tre étudiés, notamment les
phosphatases, la y.glutanyl transtérase sérique dont les activités
augmentent en cas de stéatose.

* Les lipides essentiels sont sous forme de grosses vésicules de triglycérides
qui s accumulent préférentiellement dans la zone centrolobulaire, et qui
repoussent l¢ novau en périphéric de la cellule hepatocytaire . Une
coloration  specifique  permet  de micux  repérer  les  stéatoses
microvésiculares lorsquelles sont peu mtenses. Ces stéatoses peuvent
étre pures ou associées a la nécrose: dans ce cas des cellules
iflammatoires peuvent également étre observées.

3.2. Les hépatites : [115 ;116 ; 149]

Ce sont des Iésions hépatiques de types variés, provoquées par des
produits dits hépatotoxiques, et survenant dans des circonstances bien
particuliéres. Les produits responsables forment un groupe hétérogene,
d origine. Les médicaments représentent la plus grande partie de produits
étrangers introduits dans 1"organisme, autres que les aliments et qui doivent étre
excretes.

On distingue trois groupes principaux d hépatites:
~ Les hépatites cholestatiques
~ Les hépatites cytolvtiques
~ Les hépatites mixtes ol cohabitent les types précédents.

Le mécamsme dans le cas de "hépatite cholestatique, reste encore assez
mal connu, ce qui donne lieu a plusieurs hypotheses.



» soit quiil v oa sécrétion d'une bile plus épaisse avec altération de la
membrane des hépatocytes ou des canalicules  biliaires, qui permet le
reflux de la bile dans I"espace-porte.

* soit une sécrétion biliaire par un  mécanisime différent, autre que
I"hypersensibilite  ou I'hépatotoxicité et qui reste  encore  mconnu.
L hépatite cvtolytique évolue généralement vers une hépatite chronique
avec cirrhose.

La forme muxte peut rejoindre les formes cholestatiques ou cytolytiques.

* La biologie est du type retentionnel avec élévation du taux de bilirubine
conjuguee, de  phosphatase alcaline, lorsque 'électrophorese  reste
normale. Les transaminases sont généralement normales ou peu élevées
( dans le cas de I'hépatite cholestatique) et augmentées dans le cas de
["hépatite cvtolytique. Parfois on observe un ictere d’intensité variable : le
taux de lipides et de cholestérol sanguins sont éleves.

Histologiquement les hépatites cytolytiques et cholestatiques donnent
naissance a des nécroses qui dominent dans la région centrolobulaire avec
presence dinfiltrat inflammatoire de 1"espace-porte et de la bile ( dans le cas de
I"hépatite cholestatique).

Cette mfiltration est faite principalement de cellules mononuclées de
types Iymphocvtes et plasmocytes . de  polynucléaires  neutrophiles et
¢osinophiles.

3.3. La nécrose [115:116:149]

I s agit de Iésions hépatiques qui peuvent presenter deux aspects ; ['un
mineure et ["autre plus grave et plus caractéristique.

* Les atteimtes hépatiques mineures correspondent a des anomalies de
I’hépatocyte, traduisant une souffrance modeste, il s’agit d’hépatocyte bi
ou trinuclées avec ballonisation cytoplasmique ou de corps acidophiles

* La nécrose hépatique d origine médicamenteuse : elle serait plus souvent
diffuse au cours des atteintes médicamenteuses. et se localisent dans la
région centrolobulaire.

Leur mécanisme s’inscrirait en faveur d une toxicité par des métabolites
chimiquement réactifs. La zone centrolobulaire est particuliere riche en
cytochrome P450 . La nécrose v est predoninente ; une forme majeure de
nécrose hépatique est la nécrose en pont unissant deux régions centrolobulaire :
ou deux espaces-pories.

Biologiquement le signe le plus caractéristique est une élévation des
transaminases, qui est parallele a Uintensité de la nécrose. La bilirubine
conjuguée. les phosphatases alcalines, et les gamma GT sont également €levees,



mais dans de moindres proportions. Parfois on observe des transaminases
normales associées a une bilirubine élevée et a un effondrement du taux de
prothrombme au cours des hépatites fulminantes médicamenteuses ;. une
hyperéosimophilic sanguine et des auto anticorps peuvent s observer au cours
des hépatites immunologiques.

Histologiquement la nécrose hépatocytaire se voit en foyer intéressant
de petits groupes de deux a wrois hépatocytes et localisée dans la région
périlobulaire. Elle cst caractéristique de 1"hépatite chronique active. sont aussi
observees des fibroses. qui préedominent dans ["espace-porte et dans la région
périlobulaire. On parle de fibrose en pont (faisant suite a la nécrose), et peut
dans les formes plus séveres s'étendre des espaces-portes aux veines
centrolobulaires.

3.4. Le syndrome de cytolyse |[115;116:149]

I se detimit comme "ensemble de signes liés a une I€sion hépatocytaire,
ou a des altérations réversibles ou mnréversibles, tantdét évidentes et en
concordance avec les explorations biologiques.

On distingue :

~ des modifications cytoplasmiques (éventuellement réversibles). On
peut citer les clarifications et les ballonisations cytoplasmiques
correspondant a des ulcerations dégénératives Iétales.

~ des moditications cytoplasmiques (non réversibles ou irréversibles).
Il sTagit des altérations de types nécroses, dont on distingue deux
types de variétés (acidophiles ou ¢osinophiles), ou hyalines (avec
des corps de Mallory), ou cytolytiques

Le mécanisme de ce types de lésions se traduit par la production de
métabolites chimiquement réactifs, au niveau de la région centrolobulaire riche
en cytochrome P450.

Biologiquement tout se  résume a une ¢lévation inconstante et
habituellement modérée des transaminases, associées ou non a des phosphatases
alcalines augmentées . parfois a une ¢lévation de la bilirubme et a un
effondrement de la prothrombine.

Histologiquement ces I¢sions se traduisent par des néeroses et par la
présence d'infiltrat au niveau de I'espace-porte. se traduisant par des cellules
inflammatoires ou des polynucléaires ¢osinophiles.
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3.5. Les hépatopathies vasculaires [115;116;149]

Désignent des lésions hépatiques, qui se traduisent par des congestions
veineuses hépatiques. Parmi les causes reconnues, les deux plus fréquentes
sont :

~ la polvglobulie primitive qui favorise 1"apparition de thrombose et
de tumeurs primitives du foie et des reins ; par envahissement local.

~ Les autres causes sont tres rares ; telles que les malformations
congénitales de la veme cave mférieure ( diaphragme ), ou des
vemes sus-hépatiques.

Les examens biologiques montrent dans le foie cardiaque aigu, une
cytolyse importante ou les transaminases sont trés élevées, et un taux de
cholestérol modere. Le taux de prothrombine est abaissé dans les formes aigués.

Dans les formes chroniques, les examens biologiques apportent peu
darguments, saut I'absence de syndrome inflammatoire.

Histologiquement, trots stades successits possibles peuvent étre observes :
~~ Des lésions d obstruction vemeuses, qui se traduisent par des
dilatations sinusoidales et des nécroses hepatocytaires prédominantes
dans la région centrolubulaire (syndrome de Budd-cliari)
~ Puis un stade de fibrose, qui prédomine dans la région centrolobuliare.
» Et enfin, tardivement une circhose peut étre observée

3.6. Insuftisance hépatocellulaire [39:115:116;149]

Le syndrome d msuttisance hépatocellulame se définit comme "ensemble
de signes liés a la diminution ( voire a larrét) des fonctions de synthése
hepatocytaire. Elle est due a toute lésion aigué ou chronique alterant la
machmerie de syntheése de 'hépatocvie.

Le mécanisme lésionnel est en dépit de la diversité des cibles cellulaires
potentielles, dominé par 1"hépatite aigué ou chronique, quelle quen soit
I’étiologie.

L insuffisance hépatocellulaire est la conséquence de la cytolyse. Elle est
caractérisée

» sur le plan biologique, par une hypoalbummémie et un trouble du
métabolisme protéique avec une chute de protémes de coagulation. On
note également une hypolipidémie et une hypocholestérolémie :

= sur le plan lustopathologique, par la présence de nécroses qui prédomment
dans la région centrolobulaire : 1'inflammation est particulierement
discrete -



* sur le plan chinique. par une altération de Iétat général, associant des
cedemes qui sicgent exclusivement a la mottié du corps, une ascite, des
troubles cutanés, un ictere tres franc, un syndrome hémorragique, des
troubles neurologiques et circulatoires.

4. Médicaments hépatoprotecteurs

4.1. Molécules utilisées en thérapeutiques

Les medicaments hépatoprotecteurs actuellement commercialisés sont en
nombre tres limité ; ils comprennent des molécules de synthese : ( le Clésidren
ou Epomédiol : le Thioxidren ; le Mucorex ou Citiolase). En revanche, on note
un grand nombre de plantes médicinales a eftet hépatoprotecteurs (Tableau [V),

A partir d"un certain nombre de plantes médicinales, des chercheurs ont
pu caractériser et 1soler les molécules ayant des vertus hépatoprotectrices
(Tableau VI)
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Tableau IV : Quelques plantes a vertus hépatoprotectrices et verifiées scientifiquement

f T Modéle d’étude | [

i . R | Reférences |

“ Espéces L - _lpd’uct_uﬁde I’ hepatopathle chez |’(lnlpldL R ‘

- o jr(;f(?h Pdmcetamol J D galoctosamine - Rifampicine 7[333&)[)‘\1 bitat

Achiell L 4 1‘ ;

5m///cff()//um ' Rats Rats i % 43 |

| | | | | | ]

}Fﬂi'lcnn:;;/‘ywi—j Rats T mﬁiﬂiikkr'mm - ﬂ—}rrr) - *>Tg 60 ‘

Seoparia S O S

Artemisia I Rats Rats | ‘ 5 3 79

‘mari@ﬂ ] ‘ - ) ‘[* S L ) I

'/)’a/amlls - Souns i N | 16 |

‘ac )/p//ucavrg; L o ‘

/)’un Zhilian T Rats ; Rats T

I S R

Bombux | |

malabarica | S R

Bupleurium S i

chinense , I

Cussia listila Rats | N o

Capparis

SpInosa Rats | ’

e *,_M_Lkw“ﬁ,), I S S [ L ]




Tableau IV (suite)

Clichorium } Rats ‘ 178:26:43 |
intybus.1.. ‘ ) . i
Cnidium . ‘ |
S : T i 132
nonnieri Rats g
Combretim | i
I . ~
[dilichopetatum Rats § o o . . 163
Cudrania ‘ j ;
cochinchinensis — Rats | | 103
| i
\ var. gerontogeda | | E |
| | - i | ; S
Chvavanaprash . Rats | | ! ! 81
! | ! ! !
: I P - ‘
Cyperis Souris | Souris | ? f Souris } 63
RS , | ! ; !
SCAFTOSIS ; } ! ‘
| | ' ‘ -
Y U S ""’TL' o .‘ —— ———— - 7‘ e — - R -
| Duaucus carota.l i 3 30
j : : '
‘ | \ !
_— B | S 4‘ - I . ——
Desmodinm | ' )2
alscendens | | S —
. - N 77 S - ‘
I:clipta Alba Souris | |
leaves rats 156
l:léphantopus Rats 144 ‘
: |
scaber Linn |
. . - — - *‘
Iimblica Rats 81 |
officinalis ’
i |

20



Tableau 1V (suite)

Ficus racemosa Rats

leaf |

!
Gardenia ]
Jasminoides JF

Ginkgo biloba

H(l/)/()/)/ﬂ Tt |
uberc ulatim ‘ !

—— [ — -

//m/u rFacemos _
| root . Rats
| |
- //<'/ ine . Rats

|
i
i

/\1////7/ (/)()//(/mi
/)///()/ 1s) ‘
| /1/}‘}‘(/ échinata | Rats |

| |
rlxuum ch/ncu\c Rats ot

Mc/o/h/ i - Rats
madc;aspa,una ‘
Mikania cordata

Moringa Rats
oleifera

Morinda lucida
leaf

Nicotianu Rats

glauca o




rapieau 1v (sute)

/ &m&&@.ﬂm:{m\
[eaf
\ )

r
|
!

ﬂ anax Rats
Japonicum
Phvllantus TRats
Lanmarns
LPhyvtlanthus - Rats
kozhikodianys
Phyvllanthus " Rats
mrb_.m:S.::z 1 l -
Phvllanthus _ ,
‘maderaspetensis | Rats
Phvllanthus
S
| |
Pl wllantus l
urmaria |
_,,\y\:\c\ﬁod T

latifolia w m
= S S S
L\fEQQ “ Rats
lentiscus M
! — T 5
Punicalagin i Rats
_ (terminalia) ;

“

L -

N
S8



Tableau IV (suite)

I

lﬁﬂwcaﬁﬁﬁggg__T Ras |~ T :

Rhazya stricta 1 Rats
N S B
f Salacia "Souris .
reticulata | o
\ Scutelleria
rivaluris - o S
Silvbium Rats
marianim &, R
Solanum alcitum | Rats =
Solanum Rats |
indicun
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Tableau V : Quelques composés chimiques a effet hépatoprotecteur isolés des
plantes médicinales

Groupes T\ Molécules actives ‘YPlantes Références
chimiques B Lo _
i Saiko saponine-D Bupleurum 0
| | ,, - Jaleatum 1,
saponines [-0-galloyl-1-6-0-( 4- Combretum
hvdroxy-3.5 dimethoxv) | quadrangulaire 10

benzoyl-beta-D-glucose |

. . .. 1 N T
- acide 1sochlorogénique [ Cyvnera scolymus
(-acide chlorogénique

-luteolin-7-glucoside 9
-acide caféique |

R B . - PR

| Aridoid-glucoside Aucubin japonica 42
i (N T T o - 1 i - -
| | Ph¢nols Rosmaricis 58

o o |officinalis ]
‘Galhque-acid ellagique- | Cochlospernum

‘ ellagitannins-flavonoids ‘ tnctorium 53

. Crhizomes L

(Acide gallique |

- prophyvl gallate |

i - ¢pigallocatéchin 3-0- |

‘gallalc - Kaempferol ‘R/wa’/u/a 45 :24 .99 .10
Polyphénols -Kacmpferol-7-0-alpha- [ sachalinensis 0: !

- L. Rhamnopyranoside. H.Hr 113 ‘

'Herbacetin-7-O-alpha- |
L-rhammopyranoside |
-Rhodiolinin

'Phenyl flavonoids k
- cudraflavone B |
- cudraflavone € Norus alba 130 |
- oxyresveratrol
o |
“(aempferol- salidroside | Rhodiola 158
| sachalineusiy
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Tableau V (suite)

! Mangiterin
-4°-0-
methvlepigallocatechin- | Salacia reticulata 176
epicatechin-(4 beta->8)
-47-0-
methylepigallocatechin
Phenols  Flavonoids Brazilian 27
L propolis
Phenvlpropanoids
- 4-0-15-p. Serophularica
methoxycinomoyl- Chuergeriana. 100
alpha-1.- MiQ
rhammopyranoside-ester
- acide-p-
methoxycimnamique |
Polyphénols | Kolaviron \Garcinia kola 129
o seeds
‘Catechins 1T
- catechin (C)
- epicatechin (EC ) Camelly sinensis 24
? - ¢epigallo catechm |
- epicatechin gallate
‘F- theatlavin (TF1) |
- - theaflavin digallate
- - theaflavin-3 Enantia 47 107 177
} gallate('T1°2) chloranta
- theafulvins
ir - TCarabrane-type Zedoariac
| “sesquiterpenes rhizoma
1 “curcumenolactones 113
f‘A_BAC
-
Terpénes Cochlospermum
 Caroténoides triterpenes | finctorium 53
‘ Rhizomes
: TSCS(][IitCI'péI]CS Cnidinm
% - Toriline | monnicri 131

- Torilolone
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Tableau V (suite)

[ e g

1 ‘Bakuchiol (1):

Psoralea

‘ibakuchicin (2): psoraben “L'()/‘.\"/('/()//'(/ 46
()
Terpenes Labdane type diterpenes | Brazilian
\propolis 27
Sesquiterpenes Al/'ac'lvv/()rz/fc.\'
rhizomes 77
|
| ‘
{r “ﬁ:urowumarins
~ -Imperatorin
-Isoimperatorin Angelica 131
-bvakangelicol dehirica
-oxyvpeucedanin
- bvakangelicm
| __-aviprin | )
Autres Dianylheptanoids
| curcumin ;
: -demethoxycurcumin Curcima longa 158
bidesmeéthoxycurcumin
| Coumarin (furnisheed 5.7
~dihydroxycoumarin 7- 130

‘methyl-ether)
-stilbene

| Morus albas

4.2, Méthodes d’étude des médicaments hépatoprotecteurs

160:88]

Deux types de protocoles sont utihisés dans "évaluation des propriétés
hépatoprotectrices des meédicaments : les tests in vivo et in vitro,

4.2.1. Les tests in vivo |17 523 ;42 ;48 ;60;88 ;98;142;160;165;170]

L mtoxication du loie est obtenue apres administration de certaines substances et
certains marqueurs permettent d apprecier intensite de 1'heépatotoxicité et de
I"eftet des substances hépatoprotectrices,

a) Les substances hépatotoxiques

Un grand nombre d hépatotoxiques existent de nos jours. 1ls ne procédent
pas tous par un méme meécanisme o les plus couramment utilisés sont: le
Tétrachlorure de carbone, le Paracétamol, le bromobenzene, la tacrine ( ou
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tetrahydroaminoacridine),  1isonazide, la rifampicine, la D-galactosanine, le
thioacetamine. le pentobarbital, Ie tert-butyvl hvdroxiperoxide.

* e tétrachlorure de earbone (CCly)
13653742 560 ;64 ;65 ;66 ;72 ;79 ;86 ;87 ;100 ;106 ;108 ;129 ;143 ;144 ;
145 ;147 ;160 ;165|

Le ccly nest pas directement actif, sur les cellules hépatiques. 11 v a un
clivage du tétrachlorure de carbone aboutissant a la formation des radicaux libres,
seuls  responsables  des  phénomenes  toxiques. L hépatotoxicité est dose
dépendante, les I¢sions vont prédominer dans la région centrolobulaire. L atteinte
hépatique se traduit par une cytolyse hépatique, et par une nécrose. 1l y a
également lipoperoxydation des membranes cellulaires et des liaisons covalentes.

* Je paracétamol | 41 ;60 ;65 ;79;84;86 ;105;117;142 ;143;145 |

Le paracctamol est principalement éliminé par  glucuroconjugaison et
sulfoconjugaison.  Une  petite  partic de la dose administrée, est cependant
transforiée par le cvtochrome P430. en une quinone imine réactive. Cette
quinone imine est inactivée par conjugaison au glutathion. Lorsque des doses
massives de paracétamol sont ingerées, tout le glutathion est alors consomme et
les concentrations dans le foie s’effondrent, dés lors la quinone imine se fixe
massivement sur les protéines et entrainent une hépatite toxique.

* |a galactosamine [60;89 ;167]

Elle altere la synthése de I"ARN. et diminue la synthese protéique, en
induisant une nécrose en traitement argué.

* le tert-butyl-hydroxyperoxide [60;77 ;148;162]

[1 agit en indwsant un eftet toxique sur la synthése protéique, en
bloquant "action des cnzymes. 1l agit également par thioxydation et par une
lipoperoxydation, grace aux radicaux libres, qui entraine une déplétion marquee
en glutathion.

* [’isoniazide | 34 ;60 |

L hépatotoxicité n'est pas lice a l'action directe de l'isoniazide : 1l n'y a
aucun rapport entre les taux sanguins de I'isoniazide et sa toxicité hépatique.
L action toxique est en effet indirecte. La moléceule est transformée par le foie en
un meétabolite toxique et instable : le N-hvdroxy-acetyl-hydrazine. Ce métabolite
instable. difticile a identifier. peut évoluer soit vers des voies toxiques, solt vers
des voies non toxiques.



Lisontazide est d abord acetvlé en acétylhydrazine, celle-ci est ensuite
oxydée par le cytochrome P450, en un métabolite instable, qui se fixe
iréversiblement sur les protéines hépatiques, les empéchant d’exercer leur
fonction et provoquant ainsi une nécrose des hépatocytes. Ce sont principalement
les cellules centrolobulaires, qui fabriquent le métabolite

* la rifampicine [34 ;60;143]

La nfampicine est toxique pour le foie. Elle provoque une
augmentation des parametres biochimiques avec apparition d’ictére ceci est lié a
une toxicte directe de la rifampicine, mais non a une compétition au niveau du
foie entre celle-ci et la bilirubine.

* la tacrine |34;40;132 ;158|

Elle est mctabolisée en [-hvdroxy-T-ITA, métabolite  conservant une
activiteé et présent dans le plasma a des concentrations  supérieures en
thiohydroxyaccétanmide. Ce métabolite de la Tacrine serait responsable de sa
toxicite hépatique, laquelle est réversible aprés réduction des doses ou arrét de
traitement.

* le pentobarbital [34 ;60;80]

C est un hypnotique non toxique en lui-méme pour le fore. Les
barbituriques stimulent les microsomes hépatiques (en provoquant une induction
enzymatique portant particulierement sur les hydroxylases) et qui sont capables
daccélérer leurs propres biotransformations, amnsi que de nombreuses substances
toxiques

* Je thioacetamide |34;168]
L™ hépatotoxicité est augmentée par "alcool a la suite de "action des
enzvines de son métabolisme.

* le bromobenzene [135]

Il est exceptionnellement responsable datteintes hépatiques.

b) Les marqueurs de I'intoxication hépatique |60;67 ;100;129;135]

Les  parametres  biochimiques — ci-apres  associeés a  |'examen
histopathologique du foie et au temps du sommeil barbiturique sont utilisés pour
évaluer les effets hépatoprotecteurs des drogues.

* |e malondialdehyde ( MDA) hépatique
= Ja lactate déshvdrogenase sérique
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["alamime aminotransterase sérique
["aspartate aminotransferase sérique
* la phosphatase alcaline sérique
" la protémeémie totale
= [albummémie
* la bilirubinémie
= les enzymes des microsomes hépatiques
~ aniline hydrolase
~ aminopyrine N-déméthylase
ethoxyresonifin O-démeéthylase
P-nitroamimasole o- déméthylase
UDP-glucuronosyl transtérase
glutathion disulture réductase
~ epoxyde hvdroxylase
* e taux de lipides et de peroxvde lipidique du foie
* e taux de glutathion hépatique.

A B |

4.2.2. Les tests in vitro |58;77;145;88]

- Les cultures des hépatoevtes  sont utilisées pour  vérifier | action
hépatoprotectrice des drogues. Les marqueurs biochimiques hépatiques ci-dessus
cités et Dexamen  lustopathologique  permettent  de  suivre  1"évolution
thérapeutique ces drogues.
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1. Matériel
1.1. Matériel animal

Des rats " Wistar " mdles et femelles d un poids compris entre 100 et 130g
ont ¢te utilisés. lls proviennent de IFFA CREDO (France) et sont élevés dans
Fanmmalerie de la Facult¢ des Sciences de la Santé ou les conditions de
ventilation et de lumiere sont réuntes. Chaque lot etudié comprenait 8 animaux
mamtenus dans des cages mdividuelles avec acces libre a une alimentation
standard et a I"eau a volonte,

1.2. Matériel végétal

1.2.1 Le Lippia multiflora : Les tiges tewllées seches de Lippia multiflora
(Figure 0) achetées au marché de « Moungali » de Brazzaville sont ramenées au
laboratorre. Ce sont les fewlles seches détachées des tiges qui seront utilisées
pour la préparation de  Textrait.  Ces fewlles vendues séchées.  sont
authentiquement reconnues par un botamste du Centre d Etudes sur les
Ressources Vegetales (C.ER VE) (KOUBOUANA) qu'il s"agit bien du Lippia
mudtitlora (Moldenké ).

1.2.2 Le Tétrak a ¢te utilise sous sa forme commerciale actuelle. fait d une
suspension de la vingtame de plantes constituant la préparation. Il se présente
sous forme de borte contenant un Hlacon de 250 ml.

2. Méthodes
2.1. Préparation de 'extrait brut de Lippia multiflora

20 grammes de fewlles seches de Lippia mudutlora sont macerees pendant
[5 mmutes dans 300ml d eau distillée préalablement bouillie a 100°C. La
solutton obtenue est conservee a -4 C dans un Becher en pyrex. Cest cette
solution qui sera d une part utihsee pour I'identification de principaux groupes
chimiques. d autre part adnumstrée aux animaux pour les etudes biologiques a
une dose avant déja servi pour dexs ¢tudes antérieures [ 122 03],

2.2. Méthodes chimiques d’identification des principaux
phytoconstituants du Lippia multiflora et du Tétrar

l.es grands groupes chimiques susceptibles de posséder des activités
biologiques ont ¢té identities grace aux tests cl-apres,

s
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a) Test de production de la mousse
» Mode opératoire

A 5 ml de solution sont placés dans un tube a essai ; celui-ci est ensuite
bouché avec le pouce et agité fortement pendant 2 minutes. On laisse le tube
reposer pendant I3 minutes a la température ambiante. La formation d’une
mousse persistante apres ce temps, gardant une hauteur d’au moins Icm indique
un test positit.

b) Test de ’hémolyse

» Mode opératoire
. Une solution de controle a été préparée : le tampon glycine-HCl 25 mM,
pH 3,4 contenant du NaCla 9 g/l.

Aux echantillons de sang humains (n = 3), on a ajouté soit la solution de

contrdle (tp), soit la fraction de Tétra pH 3.4 et pH 7.4 , soit la fraction de Lippia
multiflora prl 3.4 ¢t pll 7.2 selon les proportions suivantes :
Le mélange est laiss¢ a - 47°C pendant 24 et 48 heures. Au terme de ces diftérents
temps, les parametres de 'hémolyse ont été déterminés grace a l’automate
Coulter T- 340. Le¢ facteur de dilution a ¢té pris en compte dans le calcul des
parametres.

2.3.2. Recherche des alcaloides

Elle a été realisée grace au réactit de Mayer composé de :

- Chlorure de mercure 11 [.35¢
- lodure de potassium 5S¢
-Eau q.s.p t 100ml

» Mode opératoire

A 5 ml de solution mtroduits dans un tube a essai, sont ajoutés 1 ml
d’acide chlorhydrique 1 N et quelques gouttes de réactif de Mayer. Apres
mélange, Ta formation d un précipité blane jaunatre indique un test positif.

2.3.3. Recherche des glucides

Elle a été réalisée au moyen du réactif de Molish (a- naphtol a 5% dans
[’éthanol a 95°)

Vi
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» Mode opératoire

4 ml de solution sont placés dans un tube a essai, on y ajoute ensuite
deux gouttes de o- naphtol a 3% préparé extemporanément. Apres meélange, on
laisse couler sur les parois du tube Sml de H,SO, concentré de maniere a ce que
les deux couches soient bien distinctes. On laisse reposer a la température
ambiante. L apparition a la limite de séparation des deux liquides d’un anneau
rose qui passe ensuite au rouge mdique un test positit.

2.3.4. Recherches des composés aminés autres que les alcaloides :

[T ont éte mis en evidence avec le réactit a la ninhydrine composé comme
suit
- Ninhydrine 300mg
- n — butanol 100ml
- acide acétique glacial 3ml

» Mode opératoire

A une goutte de Ta solution déposée sur le papier filtre on superpose,
aprés son absorption, une goutte de réactif de ninhydrine préparé
extemporanément. Le papier filtre est ensuite placé pendant quelques minutes a
+100°C. L apparition d une coloration mauve ou violette est la preuve d’un test
positif.

2.3.5. Recherche des polyphénols :

Elle a éte réalis¢ avec le réactif de BARTON : FeCl; a 2% +K:Fe(CN), a
1% ( 1 vol/l vol)

» Mode opératoire

A 3 ml de solution placés dans un tube a essai, on ajoute 5 ml de
réactif de BARTON. La présence des polyphénols est indiquée par ’apparition
d’une coloration bleu-violacée.

a) Recherche des flavonoides

Le réactif utilisé est celur de SHINODA
a- HCI concentre
b- Copeaux de Zn

» Mode opératoire

A 5 ml de solution. on ajoute Imi de HCI concentré, puis quelques copeaux
de zinc. Aprés mélange, on chauffe quelques nmunutes. L apparition d'une
coloration caractéristique indique la présence de :



* Flavones : coloration orangée
* Flavonols @ coloration rouge-cérise
* Flavonones : coloration rouge-violacée.
b) Recherche des tanins
Le reactif de STIASNY a été utilisé : HCI concentré + Formol
(2 vol/3 vol).
» Mode opératoire
A 5 nl de solution, on ajoute 3 ml de FeCly a | %. 1l apparait une coloration
brune accompagnée ou non d un précipite.
* Recherche des tanins catéchiques
On ajoute quelques gouttes de reactif de STIASNY a 3 ml de solution, puis
on chauffe au bain-maric a +90°C pendant 30 mmutes. L apparition d un
precipité brun indique Ta présence des tanins condensés ou catéchiques.
= Recherche des tanins galliques

On élimme le précipité brun contenu dans la solution ci-dessus par
filtration. Au filtrat on ajoute 3 ml de FeClI3 a 2% et quelques cristaux d’acétate
de sodium. LTapparition d’une coloration vert-noir ou vert pale indique la
présence des tanins hydrosolubles ou tanins galliques.

¢) Recherche des anthocyanes

Elle a été réalisé avec du HCl a 20%

» Mode opératoire

A 25ml d extrait aqueux, on ajoute 3 ml d"HCL a 20%.
- A froid, la solution vire au rose foncé au cas ou le test ¢st positif.
- A chaud, au bain-marie, I"apparition de la coloration rouge orangé indique
la présence de ¢hlorure d anthocyanidine.
d) Recherche des quinones liées
Elle a été réalisé avec le réactif de BORNTRAGER : NaOH a 10% ou
NH,OH a 10% ou KOH a [10%.
» Mode opératoire

A 3 ml de solution, on ajoute 3 ml de réactit de  BORNTRANGER. Une
coloration rouge ou rouge violacé indique la présence des quinones lies.

)
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¢) Recherches des quinones libres
Elle a ¢te réalisée avec le réactif de BORNTRAGER : NaOH a
10% ou KO a 10%, ol NIIJOI I
» Mode opératoire

> ml de solution ont été¢ mis dans un tube a essai, auquel on y a

ajoute | ml de réactit de BORNTRAGER. Aprés agitation énergique du tube
pendant 2 minutes. on le laisse reposer pendant quelques minutes a la température
ambrante. L apparition d une coloration violacée ou rouge indique un test positif,

2.3.6. Recherche des composées réducteurs
Elle a été réalisée avee la hiqueur de Fehling constituée de 2 solutions :
*  Solution de Fehling A (CuSOy)
* Solution de I'ehling B ( tartrate sodico-potassique + NaOH)
» Mode opératoire
A 2 ml de solution, on gjoute 1 mi de solution A puis | ml de solution
B. on chautfe a -100°C au bain-marie pendant quelques minutes. L apparition
d un précipité rouge brique indique que Te test est positif,
2.3.7. Recherche des phlobatanins
Elle a ¢t¢ réalisée grace a 1"acide chlorhydrique aqueux a 1%.
» Mode opératoire

A 3 ml de solution portée a ¢bullition, on ajoute | ml d acide

chlorhydrique a 1% L apparition d’un précipité rouge indique la présence des
phlobatanins.
2.3.8. Recherche des glycosides cardiotoniques

s ont ¢t¢ mus en ¢vidence grace au test de LIEBERMAN et

KELLER-KILIANI.
a) Test de LIEBERMAN
Réactifs :anhyvdnde acetique et acide sulfurique.
» Mode opératoire

A 4 ml de solution on ajoute 2 ml d anhydride acétique et on laisse
refroidir quelques minutes dans la glace, puis on y ajoute avec précaution | ml
d acide sulfurique. Un changement de couleur du violet au bleu ou vert indique la



presence  d'un  noyau  stéroide  (¢est-a-dire  aglycone  du  glycoside
cardiotonique).

b) Test de KELLER-KILIANI

Réactifs © - acide acétique glacial :
- chlorure de fer :
- acide sulfurique concentré.
» Mode opératoire
A 4 ml de solution contenue dans le tube a essai, on ajoute 2 ml
dracide acetique glacial puis une goutte de solution de chlorure de fer. Au
mélange, on laisse couler trés lentement sur les parois du tube de [acide
sulfurique concentré pour former la phase inférieure. L apparition d’un anneau
brun a la hmite de s¢paration des deux liquides indique la présence d un désoxy-
sucre caractéristique des cardénolides.

2.3.9. Recherche de terpénoides et stéroides

Elle a éte realisée avec la réactit de LIEBERMAN

» Mode opératoire

A 5 ml de solution, on ajoute | ml d anhydride acétique, puis on laisse
couler sur la paroi du tube a assai quelques gouttes de H>SO, concentré.
L apparition d une coloration verte imdigue que le test est positif,

= Recherche des stérovdes

A 5 ml de solution, on ajoute I ml d anhydride acétique, puts quelques
gouttes de H-SO, concentré. Apres mélange, "apparition d une coloration
verte indique la présence de stéroides

* Recherche des terpénoides

A 5 ml de solution, on ajoute I ml d"H.SO; concentré que 1'on laisse
couler fentement sur la paroi du tube pour ne pas mélanger les deux liquides.
L apparition d un anneau coloré en rouge indique la présence de terpénoides.

2.4. Détermination du pH des extraits

Les pll de la suspenston du Tétra et de Iéextrait du Lippia multiflora
ont été détermmes grace a un pH-metre Henna.



2.5. Méthodes d’étude d’une éventuelle toxicité hépatique
induite par le Tétraw: et le Lippia multiflora

* Les travaux anterieurs sur 1extrait aqueux du Lippia multiflora [115] ont
releve que la dose efficace est de 400mg kg, Laquelle dose a été choisie
pour la présente ¢tude.

* s doses de Tetrak ont ¢te choistes. en fonction de la posologie proposee
par le traditherapeute. Chez 'homme. la dose drattaque est de deux
cutllerées a soupe 2 fors par jour. et la dose d entretien une cuillerce a
soupe 3 fois par jour)

Pour la présente ¢tude deux doses de Tetrak ont ete utilisees 1 0. 43ml kg et
0.90ml ke, Les travaux antérieurs [ 120 | indiquent que la dose de 0.45 ml'kg est
plus etficace que celle de 0.90 ml ke.

* Trois types de toxicite ont éte etudies o la toxicite aigué. subargué. et
subchronique

2.5.1. Toxicité aigué

Trois lots de 8 rats chacun constituent la population d ¢tudes et ont regu
¢ une seule dose trois fois superieure a la normale. soit: 0.43ml kg

par voie ora
<3 133 ml ke pour le Teétrak et 400 mg ke -3 1200me pour le Lippiu
multiflora et 0.3ml -3 1.3ml 100g d"eau distillée (lot temom).

2.5.2. Toxicité subaigué

Quatre lots de rats ont re¢u respectivement pendant 21 jours consecutifs
les doses de:

= J00me kg de Lappra multiflora
» (.453ml kg de Tetrak ¢

* 0.90ml kg de Tetrak :

= (0.530ml 100g d cau distiflec.

2.5.3. Toxicité subchronique

|es rats ont ete traites pendant 90 jours respectivement par
= Le Lippia multuflora a la dose de 400mg ke
= e Teétrak aux doses de 0 43ml kg et 0.90 ml kg
= | eau distillée - 0.30ml ke .
Au terme du traitement. les animaux sont sacrifiés apres anesthesie a
éther. puis le sang et le foic sont préleves en vue respectivement de la
détermination des parametres biochimiques et de I'examen histopathologique.



2.6. Détermination des paramétres biochimiques sanguins.
Elle a ¢teé réalisée selon les méthodes des laboratoires bio Mérieux
( France).
2.6.1. La Bilirubinémie totale

a) Principe

En presence de la dimethylsulfoxyde (DMSO ) . la bilirubine totale réagit
avec lacide sulfanilique diazote pour former un composeé coloré. La concentration
de la bilirubine est détermmeée par spectrophotométrie. en utilisant les variations
de [Mabsorbance a 330nm. contre des blancs echantilion,

b) Composition des réactifs

Réactifl (R)) :

» acide sulfantlique 30 mmol |
* DMS.O 7mmol/|
*  Acide chlorhvdrique I 30mmol |

Réactif (R;) :
Nitrite de sodium 0.78mmol |

¢) Mode opératoire

On mtroduit dans deux tubes a essar un tube blanc et un tube
cchantillon. T ml de reactit R1. puis on ajoute 100l d eau distilie. dans le tube
blanc et 100 ul de serum dans le tube echantillon. On v ajoute 100ul de reactif
R3.

Apres addition de 'echantillon : e chronometre est declenche et le
contenu des deux tubes est bren melange et incube 3 minutes a la temperature
ambiante ou 3 minutes a la temperature de 37 C. La détermmation de la
bilirubine se fait a 330 nm contre le tube blanc.

2.6.2. L action de I’alanine et I'aspartate aminotransférases

La determimation des activites GOT et GPT sérique revient a ¢etudier la
consommation de NADH © en fonction du temps. en suivant la baisse de densite
optique a 340nm. Dans les condition de dosage. la consommation de NADH est
directement proportionnelle a activite de GOTet de GPT



a) Détermination de Pactivité de Palanine aminotransférase
a;) Principe

En présence de déshydrogenase lactique (LDH) et de NADH, l"acide
pyruvigue est réduit au fur et a mesure de sa formation en acide lactique.

L activite de alanine ammotranstérase ou glutamate pyruvate transférase
est mesurée cimetiquement selon le schéma réactionnel suivant

[.-Alanine +a cetoglutarate

GPT= glutamate pyruvate transtérase

v

Pyvruvate + L- glutamate

, NADH + H
Lactate deshydrogénase (LDH)

L-Lactate + NAD'
La déternination de "activité enzymatique a été effectuée a 340nm
a,) Composition des réactifs

Réactif 1 (R;) : L-alanine

» Tampon tris pH 7.5 100mmol/Il
» L-alanine 500mmol/1
" - cétoglutarate [ Smmol/l

Réactif 2 (R,) :
* NADH 0,1 8mmol/l
= [LDH = 120001/

Le contenu du lacon R2, a été repris par celut du flacon R1 a 1aide d un
bouchon adaptateur.

az) Mode opératoire

» introduire dans une cuve de lecture de lcm de trajet optique Iml de réactif
dumélange Ry et R>:
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* ncuber au bam-marie a - 70 C. pendant 5 minutes .

= gjouter 100ul d"échantillon. puis melanger :

* lire [Tabsorbance a 340nm. toutes les minutes pendant 3 minutes -
» calculer les activites enzyvmatiques en (UL 1) a partiv de la relation

Activité enzyvmatique = ( A abs/min) x 1746

Avee Vabs  varation de Mabsorbance.
b) Détermination de I"activité de I’ Aspartate aminotransférase

b;) Principe

En presence de deshvdrogenase malique (MDH) et de NADH. "acide
oxaloacetique est reduit au fur et a meste de sa formation en acide malique.
[ activite de Maspartate ammotransteérase a ete determinée cmetiquement

selon le schéma rationnel ci-apres

L-Aspartate -« cetoglutarate

GOT  glutamate Oxaloacetate

v

Oxaloacetate - 1- glutamate

NADH -t

[Lactate deshvdrogenase (LDH)

[.-Matate - NAD
L activite enzvmatique est determinée a la longueur d onde de 340nm

b-) Composition des réactits

Réactif 1 (R)) : acide Aspartate

= Tampon tris pi 7.8 SOmmol |
»  [-Aspartate 200mmol |
=y cetoglutarate [2mmol |
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Réactit 2 (R,) ' Enzvmes—coenzymes

= NADH O I8mmol 1
= MDH S S00UT
= [.DH = S00UT

Le contenu du flacon R a et repris par celur du flacon R, a aide d un
bouchon adaptateur.

bs) Mode opératoire

* antrodutre dans une cuve de lecture de Tem de trajet optique Iml de reactit
dumelange Ry et R

* ncuber au bain-marte a - 30 C. pendant 3 minutes :

= gjouter 100pl d echantillon. purs melanger :

= lire absorbance a 340nm. toutes fes minutes pendant 3 minutes :

» calculer les activites enzvmatiques en (UL 1) a partir de la relation

Activité enzvmatique = ( A abs/min) < 1746
Avece \abs varation de TNabsorbance.

2.60.3. Détermination de I"activité de la phosphatase alacaline
a) Principe
L muhieu alcalm et sous Faction des phosphatases alcalines. le
parantropheny [phosphate est hvdrolvse en paranitrophenol et en phosphate. La
vitesse d apparition du paranttrophenol. sunvie par la vartation de I"absorbance a
403 nm. est proportionnelle a Tacuvite de Ta phosphatase alcaline sérique.

phosphatases alcalines

\ Mg
| v |
paranittophenvl-phosphate ————p paranitrophenol - phosphate
b) Composition des réactifs
Réactif 1 (R))

= Tampon DET (diethanolamine) pH 9.8 [mmol |

Reéactif 2 (R2)
»  Substrat PNPP ¢ paranitrolphosphate) Fommol |
= Chlorure de Magnesium 0. 30mmol |



¢) Mode opératoire

* mtrodurre dans une cuve de lecture de Tem de trajet optique thermostatée.
Iml de reactifissu du mélange R1 et R2 -

= mcuber au bain-marie a - 30 C. pendant 5 minutes :

= gjouter 135yl d echantillon. purs meélanger :

* lire Nabsorbance a 403nm. toutes les ninutes pendant 3 minutes :

* caleuler fes activites enzyvimatiques en (UL Ty a partir de la relation

Activité enzymatique = ( A abs/min) x 3660
Avec \abs - vanation de I"absorbance.

2.7. Méthode histopathologique

2.7.1. Principe

Elle permet detudier les lesions hepatiques causees par le paracétamol
et le tetrachlorure de carbone. d evaluer I'etendue de ces lésions et leur
attenuation en presence de substances dites protectrices.

La methode utilisee est la coupe apres incluston a la parattine. Le fore
preleve chez le rat est riee a Icau distillee. puis place dans un flacon contenant
du formaldehvde a 10% (agent fixateur). en vue de consolider le substrat
morphologique

2.7.2. Mode opératoire
a) La déshvdratation

Apres lavage du fore ce dernier est disseque en fragments qui sont
soumis a deux passages dans deux milieux successits
~ L.7¢thanol a concentration crotssante - ¢thanol a 90 _ ¢thanol al00 et
cthanol absolu -

~ 1¢ Toluene.

h) L’inclusion a la paratffine

Les fragments sont inclus dans Ta paratline a - 70 € dans des moules
speciaux.  Les bloes encore tiedes sont plonges avece leur moule. dans un

cristallisom rempli d"cau fraiche

¢) Les coupes



d) L'¢talement

[T est réalisée grace a I'eau albummeuse. [l est fait sur une platine
chauffante.

¢) Le déparaffinage

[I permet de deshvdrater les fragments de tissus pour en faire, ceux-ci sont
immerges dans le toluene

f) Le montage des lames

Apres coloration des fragments de tissu a 'hématoxyline-¢osine, des lames
sont montees en utilisant le baume de Canada pour appliquer la lamelle sur la
lame.

g) La lecture histologique

Elle est réalis¢e grace au microscope ordinaire.

2.8. Méthode d’étude de ’hépatoprotection induite par le
Lippia multiflora et le Tétra®

2.8.1. Llépatotoxicité induite par le paracétamol

Le paracetamol a fortes doses est hépatotoxique. Cette hépatotoxicité est
souvent utilisée pour ¢tudier les extraits de plantes a effet hépatoprotecteur

6 lots de 8 rats chacun ont été utilisés

Lot [ (1¢mom cany - ammaux avant recu 0.5 ml/100g deau distillée
pendant trots jours. par voic orale.

Lot HTémom-paracétamol); animaux ayant regu 0.5 ml/100g d’eau
distillée pendant trots jours, puis 60mn apres le dernier traitement du
paracetamol a 3g/kg par voie orale.

Lot 111 (Lippia multiflora): animaux avant requ 400mg/kg de Lippia
multiflora pendant trois jours, puis 60 mn apres le dernier trattement du
paracétamol a 3g-kg par voic orale

Lot 1) (1¢traw 0.43ml kgy anmaux ayant cté traités trois jours durant
par le Tétra® 0,45ml/kg , puis 60mn apres le demier traitement du
paracétamol a 3g/kg par voie orale.

Lot 1 (Térrar 0.90mf key o amimaux ayant €t¢ traités trois jours durant
par le Téwa® 090mlkg . puis 60 mn apres le dermer trattement du
paracétamol a Igskg par vore orale,
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Lot 1L ¢ silviiarme on Legalon® [00mg kg), animaux ayant regu
pendant trots jours durant de la silymarine ou Legalon®, puis 60mn apres le
dernier traitement du paracétamol a 3g/kg par voie orale.

48 heures apres  administration  du paracétamol, les  animaux  sont
anesthési¢s a I'¢ther. pus sacrifiés. le sang et le foie sont prélevés en wvue
respectivement de la détermination des parametres biochimiques, et de "examen
histopathologique.

2.8.2. Hépatotoxicité induite par le Tétrachlorure de carbone

Le Tétrachlorure de carbone est ¢galement hépatotoxique. . Cette
hépatotoxicit¢ peut C¢tre ausst nis a profit pour étudier les extraits de plantes a
eftet hépatoprotecteur

6 lots de 8 rats ont éte utilisés :

Lot 1 (1énom cany - animaux avant regu 0.3 ml/100g d eau distiliée
pendant trois jours, par voie orale.
Lot Hlemom-CCH 2,3ml kg ammaux avant regu 0.5 ml/100g d eau
distillée pendant (rois jours. puis 60mn apres le dernier traitement, du CCly a
2.5ml/kg + Vhuile d olive (vv), par voie orale.

Lot 111 (Lippia mnltiflora 400mg): animaux ayant regu 400mg/kg de
Lippia multiflora pendant trois jours, pws 60mn aprés le dernier traitement, du
CClya 2.5ml/kg + IMhutle d olive (vv). par voie orale.

Lot 11 ¢Tetran 0,43ml kg animaux avant été traités trois jours durant
par le Tetra® 0. 43mb/kg . pwis 60 mn apreés le dernier traitement, du CCly a
2. 5ml/kg + huile d olive (v/iv). par voie orale,

Lor 1 oléirar 0.90ml kgy - animaux avant trat€s trois jours durant par
le Tétra® 0.90ml’kg . pws 60 mn apres le demier trattement, du CCly a 2,5ml/kg
+ [Thuile dolive (v/v), par voie orale

Lot Tl ¢ silviearine ou Legalon®  [00mg kg): animaux ayant recu
pendant trois jours durant de la silymarine, puis 60 mn aprés le dernier traitement,
du CCly a 2, 5mb/ke - huile d olive (v/v), par voie orale.

48 heures apres Padministration du tétrachlorure de carbone, les annmaux
sont anesthésiés a I ¢ther © puis sacrifies, le sang et le foie sont préleves en vue
respectivement de la détermimation des parametres biochimiques, et de I'examen
histopathologiquie.

2.8.3. Test de potentialisation du sommeil barbiturique

Les barbitunques mduisent chez Te rat un sommeil dont la durée peut
Stre en relation avee etat fonctionnel du foie (siege de la dégradation
metabolique de ses molécules).



. hépatotoxicite que provoque le paracétamol en diminuant la dégradation
du barbitunque devrait provoquer une augmentation de la durée du sommeil a
laquelle s opposerait une substance hépatoprotectrice.

Six lots de rats (n = 8) ont ¢té utilisés. Ces lots regoivent par voie orale
pendant trois jours successifs, respectivement de ["eau distillée 0.5ml/100g, du
Tetra® 0.45ml/kg et 0.90ml/kg, du Lippia multiflora 400mg/kg, de 1a silymanine
ou Légalon® 100mg/kg. 60 mn apres le dernier traitement, les animaux regoivent
du paracetamol (3g/kg), puis 60 minutes plus tard, du pentobarbital a 30 mg/kg,
par voie intraperitonéale. Le délai et la durée du sommeil ( temps entre la
disparition et la réapparition du réflexe de redressement) sont alors détermines.

2.9. Analyse statistique | 95 |

Les résultats sont exprimes en movennes accompagnees des erreurs
standard sur la movenne.

Le test « t» de Student a été utilisé pour les analyses statistiques, avec
une limite de significativité fixée a 3% .
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1. Analyse chimique du Lippia multiflora et du Tétra® :
1.1. Résultats

Le test de production de la mousse et celui de I'hémolyse ont permi de mettre
en évidence la présence des saponines dans le Tétra® et 1"extrait aqueux du Lippia
multiflora.

L dction hémolvtuique du Tétrak et de 1"extrait aqueux du Lippia multiflora sar
les globules rouges s exerce a pH acide (3.40). En revanche, aucune hémolyse n’est
observée a pH physiologique (Tableaux VI, VII et VIII ). Cette hémolyse n’est
significativement obscrvée que lorsque les globules rouges sont pendant 24 et 48
heures, nuse en contact. respectivement avee S et 3 tois plus de volume de Tétra®
ou de I'extrait aqucux du Lippia muldtiflora de pH 3,40 (p- 0,001). (Tableaux VI et
VID). Au temps d incubation de 48 heures, une diftérence significative est observee
entre le taux de globules rouges du sang traité¢ avec 3 fois plus d volume de Tétra®
et celui du sang traité avec 5 fois plus de volume de Tétra® (p< 0,05) (Tableau VI).
Par contre, aucune diff¢rence significative n'est observee entre les taux de globules
rouges de différents ¢chantillons de sang traités avec 5 fois plus de volume de
Tétra® de pH 3.40. pendant 24 heures et 48 heures (Tableau V1),

Les autres tests didentification des phytoconstituants revelent que

- e Tétra® et 'extrait aqueux de Lippia multiflora ont en commun les acides
aminés, les glucides, les composés réducteurs. les tlavonoides, les
polyphenols et fes tanins -

- les chlorures d anthocvanidine et les stéroides ne sont présents que,
respectivement dans le Tétra® et dans extrait aqueux de Lippia multiflora
(Tableau IX).

Les pH du Tétra®w et de extrat aqueux du Lippia multiflora  sont
respectivement de 3,40 £ 0,05 et de 7,22 £ 0,02,
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Tableau VII - Action du Lippia multiflora sur les globules rouges

Traitements ” , 4

Sang traite avee Peau physiologique pendant Sang traité avee Lippia multiflora de| Sang traité avec Lippia multiflora de
48 heures pll normal (7.2) pendant 48 heures pH 3,40 pendant 48 heures W
O 3ASe 091 (V) O3S L SE (V) 4 038 GOLN (V'V) 0.3Sg/1 SN ‘ 035270 ULN (V/V) . O3S L AENV)
Parametres (\V/V)
Globules
rouges 704+ 0006 6O+ 0023 732 A 69 O] m 6H.8Y 0006 4.7
(<1071 U
Flemoglobime
{p/d 1476 - 041 [3.36 0 0.0v 1536 - 0.09 16,96« (.39 . [4.32 0 .08 44 0.00
Hematoerte . ,
(1) d044 0 03y 4328 ¢+ 040 4328 0 040 6,48 0 039 1176+ 0.5 2076 1 096
Volume : . W
globulaire S7.00 0 (027 IKK2 - 017 IR 017 SR80 034 G628 - (.39 6304+ (.74
moven (1) ﬁ
Bl ! ' 1
I'eneur
corpusculaire ,
Moy ¢nne ¢en 1968 - 017 2008 0 012 20008 ¢+ 012 2604 1 043 2894 - K24 W 30,00 1 0.66
hémoglobine | ,
(pg)
Concentration ‘ , ‘ . .
corpusculaire ; |
moyenne en 2332 306 3IS.70 0 (130 3570 ¢ 030 47.38 + 0.37 IRKO S 03 47.64 - 080
iemoglobine
(g/dl) W ,
L Eau physologique - EN Lappia mnilniflora pHl 7.22 50
\// Vaolome a9 Valome




Tableau VIII

Tl mtements

Paramétres

pH du lnelalwe

Globules louyes "
(-10"% 1)

Hiérlrnoélobihe (g dly
Heématocrite (1)

Volume g¢lobulaire
moven (1

Sang traité avec le Tétrax
de pH 3.4

0.3 Sg 0.9 T

(V V)
4.20£0.02
2.60+0.57
13.0 1.1

031£08

Teneur wlpu%culane

‘movenne en
hemoglobme (pe)
Concentration
corpusculaire
movenne ¢n
hémoglobme (¢ dI)

Sg: Sang @ T+

Tetrax

ST+ 108

J42+90

pH 34 T-:

Tetrak pll

: Effet du pH du Tétra® sur la lyse des globules rouges

Sanortl Alte avec le Tetra R

de pH 7,4
03Se1.5T: 03500.9T- 03Se 13T
(V V) (V V) (V V)

C 1042004 7302002 740002
187012 4.23+0.12 1334033
136206  154+04 1714123

022+ 002 042+001  043+0.02
1153449 985+05 98 1+ 0.5
20457 36.7+04 394 + 0.6
633+ 44 373=03 388+ 2.0

"4V V  Volume a Volume

Tableau IX : Screening chimique du Tétrar et du Lippia multiflora
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Tableau IX : Screening chimique du Tétra® et du Lippia multiflora

‘ Extrait
Groupes chimiques . aqueux de Tétra®
; Lippia
% mu lttﬂm a
Acides aminés | +
7 T T ”"'."”’7"‘ R o - l T -
Alcaloides | - -
1
Chlorures d anthocyamdine - +
; Composés reducteurs + +
| Glucides | - +
A o S I
| Glycosides cardiotoniques - —
Flavonoides j F +
B * Phlobatanins ! - -
Polyvphenols | - +
|
- . e T o 1
Quinones j - | -
Saponines + | +
1 |
T e Ly e
Steroides | + | -
| ! ;
S ‘T\ e ]
| Tanms 1
| - Tanins condenses 2 | +
- Tanins galliques | + +
|
¢
! |
T T T i 1

Ter penmdes

- - Présence de constituants
- Absence de constituants

N
| §S]




1.2 Discussion - conclusion
7 Discussion.

Le Lippra multflora est Fun des vingt constituants du Tétra®. La présence
des stéroides dans I'extrait aqueux de Lippia multiflora et leur absence dans le
Tetra® suggerent que le procédé de préparation du Tétra® pourrait expliquer
["absence de ces composés dans ce dermier. En effet, divers auteurs ont montré
que lors de la preparation de des drogues, des transformations des produits
mitiaux, des inductions de variations dans le taux de certains groupes chimiques
ou des artéfacts peuvent se réaliser [119 :75 :97]. Ainsi, I'absence des stéroides
dans le Tétra® pourrait étre attribuée aux phénomeénes chimiques qui se sont
déroulés pendant la préparation du Tétra® qui n"extraient pas les stéroides.

En outre, la presence des chlorures danthocyanidine dans le Tétra® et
leur absence dans ['extrait aqueux de Lippia multiflora indiquent que ces
composes chimiques  proviendraient  des autres  plantes  entrant  dans la
constitution du Tétrax'.

La difference dans les ptl du Tétra®w (3,40) et de extrait aqueux de
Lippia multiflora (7.22) pourrait étre expliquée par la présence d une teneur plus
importante en acides organiques dans le Tetra®  que dans 1extrait aqueux de
Lippia multiflora.

La grande teneur en acides organiques serait responsable de 1 racidité du
Tétra®. En revanche. dans Uextrait aqueux de Lippia multiflora, soit la
concentration en acides organiques scrait trop faible, ne pouvant ainsi provoquer
une diminution de pH. soit les acides organiques seraient neutralisés par des
composés basiques se trouvant en quantité plus importante.

La revue de la littérature révele que 1'une des propriétés caractéristiques
des saponines est son action Ivtique sur les globules rouges. Cette action
hémolytique est due a la présence dau moins un groupe carbonyle libre
appartenant a la génine [35].La différence observée dans 1'action des saponines
du Tétra® et de Uextrait aqueux de Lippia multiflora a pH 3,40 et a pH 7,22 -
7.40 ; pourrait étre expliquer par la nature des groupes réactifs des saponines
unpliquées dans I"hemolyse.

A pH 340 | les groupes réactifs des saponines seraient proton€s et libre,
occastonnant amsi "hémolyse. En revanche a pH 7,22 — 7,40 | les groupes
réactifs seraient déprotonés ;. la dissociation des protons fixés sur les groupes
réactifs favoriserait 'imteraction entre les groupes réactifs déprotonegs et les
autres substances chimiques présentes dans les drogues, entrainant ainsi une
perte de activité hémolvtuique des saponmes. Ainsi le pH physiologique ( 7,40 )

‘N
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détavoriserait m vitro "agression directe de la membrane des globules rouges
par les saponimes contenus dans la Tétra® et I'extrait aqueux de Lippia
multiflora.

Lune des caractéristiques du Tétra® et de lextrait aqueux de Lippia
multiflora est Teur richesse en polyphenols, flavonides et Tanins.

Des travaux rcalisés sur des theés verts et theés noirs indiquent que leurs
composes phénoliques.  précisément  les  flavonoides ont des propriétes
antioxydantes [121 1173 |.

n outre. Ta revue de la littérature révele que extrait aqueux de Lippia
multiflora . cncore  appelé  the  de  Gambie, aurait des proprietés
hépatoprotectrices. mats non confirmees scientifiquement [57]. Ainsi, au vue des
données des thés nomrs et verts, on pourrait ¢mettre 'hypothese que les
polyphénols, notamment les tlavonoides, contenus dans I’extrait aqueux de
Lippia multiflora (Thé de Gambie) et dans le Tétra®, pourraient avoir des
propriétés antioxvdantes et donc des effets hépatoprotecteurs.

- Conclusion

Le Tétra® et Uextrait aqueux de Lippia multiflora sont trés riches en
substances polaires. Parnn celles-ci, figurent les tlavonoides réputés avoir des
propriétés hepatoprotectrices et les saponines doues de pouvoir hémolytique.

L action hémolytique de ces saponines ne s'exerce qu'a pH 3,40 : elle est
mexistante a pH physiologique.



2. Etude d’une éventuelle toxicité hépatique du Lippia
multiflora et du Tétra®

2.1. Toxicité aigué du Lippia multiflora et du Tétra®

2.1.1 Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les paramétres
biochimiques (Tableau X)

Les wvariations des activites respectives de la glutamate pyruvate
transaminase (SGPT): la glutamate oxaloacetique transaminase (SGOT): la
phosphatase alcaline (PAL) sériques, et de la bilirubinémie ne sont pas
stignificatives chez les animaux ayant été traités par le Lippia nudtiflora ala dose
[200mg/kg et par le Tétra® a la dose de 1.35ml/kg ce, par rapport a celles des
animaux témoins (eau distillée )a 1.5ml/100g.

N
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Tableau X : Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les parameétres biochimiques

e e B e — B § -
Produits Doses ~ SGPT (U1 SGOT (L1 | PAL (UI/) - Bil Totale (mg/l) \

~ (mloumg/kg) R . |

Fau distillée + 03ml 3 - 1.5 ml/100g 50,48 £ 10.069 ; 234.70+33.03 \ 314,65+ 1820 486 % 3.50
SR S S E e
Lippia multiflora ! 400 3 = 1200 mg/ke 45302720 1 17852+ 21 4] 275,70+ 20,82 295+ 2 14 ‘
! N.S) ' (N.S) (N.S) (N.S)
[ A T |
‘; Teétra® 0.45-3 = 135ml/kg | 47,50£2]753 { 186,75 £ 10,18 28737 £ 1547 3,00 1.33 |
| (N.S) | (N.S) (N.S) ; (N.S) |
o R R _ o ]
n=3_8

(N.S) : non significatif

SGPT: glutamate pyruvate transaminase sérique
SGOT: glutamate oxaloacétate transaminase sérique
PAL: phosphatase alcaline

Bil Totale : bilirubine totale
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2.1.2 Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les
compartiments hépatiques

Le tableau XI rassemble. les lesions presentées par les  différents
compartiments  du foie de rats normaux. apres admmistration du  Lippia
nndiitlora et du Tétrak |

Les figures 7. 8¢t 9 illustrent les fotes de rats respectivement normaux
traites respectivement par eau distillee  1.3ml 100g (témoins). le Lippia
multiflora 1200 mg Kg et par le Tetrak .35 mi'ke.

Aucune modification  structurale n'a pu étre decelée au niveau du
parenchyvme hépatique de rats temoins (Figure 7).Par contre les toies de rats
traités par le Tetra® 1.35 mi/kg et par le Lippra multiflora 1200mg/kg présentent
des lésions élémentaires qui se traduisent par une souttrance cellulaire avec
ballonisation et clarification (Figures 8 et 9) accompagnée d une désorganisation
et dune congestion. sunvies de mort cellulamre avee pour consequence une
necrose de coagulation tissulaire mineure ol modere.



Tableau X1 : Effets du Lippia multiflora et du Tétra®, sur les compartiments du foie ( Toxicité aigué )

=

Produits

Eau
distillee

- Lippia
multiflora

Tétra®

C Conservée . N-=:

"~ Données hiSt()[)atholdgiqUeS

Normal :

Doses | Architecture | lsp:umeTCE Cellules hcpatiqués
du (EP)
-~ | parenchyme S _
05m-3=|  C N N
| 1,5mi/100g | i - - B
|
400-3 = Ds N Noyaux pycnotiques |
[1200mg/kg | -ballonisation
-clarification
|
} ‘Noyaux proéminents
0,45 3 = Ds N -ballonisation
[,35ml/kg -clarification

Ds = Désorganisée : Cg = Congestion
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sinusoides [ Veine centrolobulaire

Reéduits

Réduits

I




TH

V.CL

E.P

Figure 7 : Photographie d'une section de foie de rat normal traité a 'eau
distilliée. G.X.250
Aspect normal de Varchitecture hépatique, comportant des veines
Centrolobulaires(V.C.L}, des espaces portes et des travées
hépatocytaires{T.H) perilobulaires
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Figure 8 : micrographie d’une section de foie de rat normal, traité avec
du Tétra 1,35 mi/kg G.X.400

Aspect de ballonisation(B) et clarification(Cl} cytoplasmique
(Toxicité aigué)

Cl

Figure 9 : Photographie d’une section de foie de rat normal, traité par du
Lippia multiflora 1200 mg/kg G.X.250

Aspect de clarification cytoplasmique(Cl). {toxicite aigu€)

G0



2.2. Toxicité subaigué du Lippia multiflora et du Tétra®@

2.2.1 Efttets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les parameétres
biechimiques

Les vanations des activités de la glutamate pyruvate transaimimase sérique
(SGPT), de la glutamate oxaloacetate tansaminase sérique (SGOT), de la
phosphatase alcaline (PAL) et de la Dbilirubméme totale sérique sont
rassemblées dans le Tableau XII. Ces activites ne sont pas significativement
modifiées chez les animaux ayant été traités par le Lippia nudiiflora 4 la dose de
400 mg/ke et par le Tétra® aux doses de 045 ml/ke et 0,90 ml/kg, ce, par
rapport aux animaunx temoins apres un traitement de 21 jours ( Tableau X113,

histologiques

Le tableau XII rassemble. les lésions présentees par les différents
compartments du {oie de rats normaux. apres admuustration subaigué du Lippia
multiflorag et du Teora®

Les figures 10et 11 allustrent les foies des rats nommaux, traités
respectivement par le Lippra mudiiflora et le Tétra® aux doses de 0,45 mifkg et
0,90ml/kg.

Aucune modification structurale n'a pu étre décelee au mveau du
parenchyme hépatique de rats témoms (Figure 7). Par contre les foies des rats
traites par le Lippee madiflora J00mg/ke et le Teéma® 045 et 0.90ml/kg
présentent des lésions de soutfrance cellulaire (clanfication et ballomsation)
allant jusqu’a la nécrose de coagulation, alors qu-a 0,90 mlikg, ces esions sont
plus ¢tendues avec des tantdmes cellulaires et une désorganisation architecturale
(Freares 10 et 11

(]



Tableau XI1: Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les paramétres biochimiques (Toxicité subaigué )

I Produits Doses SGPT (Ul/l)
ml ou mg/kg

_ Eau distliee 0,5ml1/100g 20,94+2 84

f_ ,

| /_,fppz'u n_m/uﬁr)m_ 400mg/kg i 23,28&3,43_

- I s S
l 0,45ml/kg | 22524128
’ | (N.S)

Tétra® = - o

| 0.90inl/kg 21.38+213

| | O nNs)

| | S I

n= 8

{N.S) : non significatif

SGPT:glutamate pyruvate transaminase sérique
SGOT: glutamate oxaloacétate transaminase sérique
PAL: phosphatase alcaline

Bil Totale : bilirubine totale
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SGOT (V)

84.45+5.52

1069442737

(N.S)

101,51+£20.45

(N.S)

93.44+9 83

(N.S)

"~ PAL (UIN)  |Bil Totale (mg/l)

305+15.17 8.68+0.96
i T320.16%11.45 | 998%] 28
(N.S) | (N.S)
312.63£14.65 | 9.91+0.40
(N.S) (N.S)
3068742382 | 102%049
(N.S) (N.S)



Tableau X111 : Effets du Tétra® et du Lippia multiflora, sur les compartiments du foie ( Toxicité subaigué )

| |

Données histopathologiques ' ~

- Produits ! Doses | Architecture | Espa'c'e—.- | Cellutes hé¢patiques * sinusoides ‘ Veine centrolobulaire
: | du . porte
' | parenchyme - (EP)y ;
! : i
~ Eau [},57111-;’1005:{,-} P T o | -
Cdistillée  Pendant21j | C N N N N |
_ ST | . l _ -. ! _ |
' i - fantomes cellulaires E
Lippra 400myg/ky) l - ballomsation

~multiflora Pendant 21 . SN - clarification Collabés Ce
-absence de surcharge '

| ' -fantémes_c_ellu-lair_e_s_—
- ballonisation

©0,45ml/kg/j Ds . N |- clarification

| Collabés | Cye
- Pendant 21j | | - cytoplasime €osinophile .
Tétra® ) | - | |
- 0,90ml/kg/ Ds . SN [-fantdémes cellulaires |
| Pendant 21j -ballonisation Collabés Cg
F -clarification
-cytoplasme éosinophile '
(

A B S

C =Conservée; N=Normal ; Ds= Désorganisation ; Cg = Congestion ; SN = Subnormal
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Cl

Figure 10 : micrographie d'une section de foie normal, traité par
du Tétra 0,90ml/kg G.X.250
aspect de clarification(Cl)
(toxicité subaigué)

Cl

‘AERTS VAN L 4 b

Figure 11 : micrographie graphie d'une section de foie de rat
normal, traité par le Lippia multiflora 400mg/kg

G.X.250
Aspect le de clarification(Cl) et ballonisation(B}

(toxicité subaigué)

G4



2.3. Toxicité subchronique du Lippia mulitiflora et du Tétra®

2.3.1 Effets du Lippia multiflora et du Tétra®@ sur les paramétres
biochimiques

Les wvarlations des différentes acuvites de la glutamate pyruvate
transaminase (SGPT). de la glutamate oxaloacétate transaminase (SGOT), de la
phosphatase alcaline (PAL) et de la bilirubioe totale sérique ne sont pas
sigmficatives, chez les anmmaux avant €1é tranés par le Lippra multiflora 3 la
dose 400mg/kg et par le Téwra® aux doses de 0,43 et 0,90 ml/ky, par rapport aux
anmmaux temoins (eau distillée ). apres un traitement de 90 jyours (Tableau XI1V)

2.3.2 Eftets du Lippia multifiora et du Tétra® sur les paramétres
histologiques

Le tableau XV rassemble. les leésions presentées par les differents
compartiments du fore de rats normaux. apres admustration subchronique du
Lippra mudtsflora et du Tétra®

Les figures 12 ¢t I3 illustrent les foies de rats respectivement normaux
traités respectivement par le Lippie mdnflora 400mg/ke, et le Tétra® a la dose
de 0.45 ml/kg.

Aucune modification struciurale na pu etre decelee  au mvean du
parenchvime hépatique de rats temoms (Figure 7). Par contre les foies des rats
traites par le Leppia midtflora 400 medkg et par le Tetrak 0.45 et 0.90 my/ke
présentent des Iésions hépatiques mineures qui se tradwisent par une clarification
nucleaire des novaux proéminents avec une structure architecturale globale plus
ou Mmoms conservée avec une congesuon de la veine centrolobulaire pour le
Tetra® 0.45 et e Lippia mulnflora (Figures 12 et 13)

65



Tableau X1V Effets du Lippia multifiora et du Tétra® sur les parameétres

Produits

| Eau distillee

1
|

prpm
miltiflora

Tél{'a@

n=§

-
|

Tétra® |

Doses
(ml ou g/kg)

400my/ke

T

_ O_.(-)OI-HUI\":’ |

biechimiques (Toxicité subchronigue )

SGPT (U [ SGOTUIN | PAL (UIN)

0. 5ml/ 100g 3048 £10.69 | 14125 £ 1518 176.62+32.64

6324+ 12206 [ 1723822015 2351
(N S) (N.S) (

Bil Totale
(mg/1)

342 €117

5+ 25875 6,02 +247
N.S) {NS§)

eO17 £ 1052 115962 £ 1590 220,37+2720 5051 1,06
(N.S) (NS) (N §) (N.S)
5832+ 067 | 160871841 | 210,25%14.23 487+ 1,85
(N.S) (N.S) (N.S) (N.S)

(N.S) : non signitficant

SGPT:glutamate pyruvate transaminase seérique
SGOT: glutamate oxaloacétate transaminase sérique
PAL: phosphatase alcaline

Bil Totale : bilirubine totale

[$I8)




Tableau XV : Effets du Lippia multifiora et du Tétra® sur les compartiments du foie ( Toxicité subchronigue )

l

Donnécs histopathologiques

. Produits Doses | Architecture | Espace-porte
| du | (EP) Cellules hépatiques | sinusoides Veine centrolobulaire
‘ parenchyme | -

| |
. Eau | 0,5ml/100g/ |
|

i
distillée | Pendant 90 ) C N N | N N
| _ ) _ | .
; | " -novaux pycnotiques |
Lippia | 400mg/kg/) ‘ ' -noyaux proéminents | D Ceg
mulfiflora | Pendant 90 | C ; SN -clamfication nucléaire '
| 1 i _
‘ | I 5 .
| | T | |
: ~noyaux pvcnotiques !
- 0,45ml/kg/) C l SN ‘-nOyaux proéminents EouD J Cg
' Pendant 90 | .5 -clarification nucléaire |
Tétra® | | | ‘r
_ [ : - ' = B
; | _ | |
: -noyaux proeminents -
' - 0,90ml/kg/) Ds SN -clarification nucléairc  EouD | Cg
Pendant 90 | |
C = Conservée . N = Normal - Ds = Désorgamsation . Cg = Coﬁgestion N E Elargis . SN = Subnormal’; -

D = Dilatés ou E = Elargis




Cn

E.P

Figure 12 : micrographie d'une section de foie de rat normal traité par le

Lippia multiflora 400 mg/kg G.X.250
Aspect de parenchyme hépatique plus ou moins conservé(E.P) :
présence de noyaux pycnotiques, plus clarification nucléaire(Cn) et

congestion(Cg)
{Toxicite subchronique)

Cn

Figure 13 : micrographie d'une section de foie de rat normal traité par le

Tétra 0,45 ml/kg G.X.250
Aspect clarification nucléaire(Cn) plus congestion(Cg) Parenchyme

hépatique plus ou moins conservé
(Toxicité subchronique)
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2.4 Discussion — conclusion
— Discussion

Divers travaux révelent que les médicaments peuvent provoquer des atteintes
hepatiques et reénales. des accidents hématologiques et des réactions allergiques.
Ausst une detection précoce de ces accidents s’avere indispensable pour tenter
d eviter ["evolution vers une torme grave ou mortelle [63:138].

Les valeurs normales de TMactivite de "aspartate aminotransférase observée
aussi bien chez les rats normaux que chez les rats traités suggerent une bonne
tolerance renale du Tétrakx et du Lippra multiflora. En effet. cette activité
enzymatique peut traduire 1" ctat fonctionnel de la cellule rénale [51 1 169).

Les resultats des activites de  la  phosphatase alcaline. de  alanme
aminotransterase et de l'aspartate anunotranstérase observés chez les rats traités
suggerent que le Tetrak et le Lippra muluflora n induiraient pas une destruction des
macromolecules des membranes et des nutochondries des hepatocevtes. mdiquant
amst une bonne tolérance hepatique. En effet. les activités de ces enzyvimes sont
clevees lors des atteintes hepatiques moderées ou severes [69 1169].

 taille ausst signaler. au regard des résultats obtenus du screenmg chimiqgue
que le Tetrak et le Lippia multiflora n ont pas de toxicite directe sur les ¢léments
ficurés du sang. En ettet. aucune activite Ivtique de ces preparations n'a €té observee
a pH physiologique.

La bonne tolerance hepatique signalee a travers les donnees brochimiques est
confirmeée par les examens histopathologiques qui n'evoquent que 'existence des
Iesions hepatiques ¢lémentaires ou mimeures au cours de '¢tude de la toxicite argué.
Ces Iestons mmeures se traduisent par des souftrances cellulaires suivies de mort
avec pour conséquence une nécrose de coagulation tissulaire mineure ou modeéree.

De méme au cours de I"etude sur la toxicite subaigué a la dose de 043 ml kg
de Tétrak et du Lippra muluflora 400 mgkg.  sont observees des lesions de
souffrance cellulamre (clanfication et ballonisation) allant jusqu’a la nécrose de
coagulation. Alors qu a 0.90 ml kg de Tetrak . ces lIesions sont plus etendues.

En ce qui concerne la toxicite subchronique. les lesions hepatiques  se
traduisent par des lésions ¢lémentaires plus prononceees pour le le Lippia multiflora
400 mgke et le Tétrak 0435 et 0.90mlkg avec desorgantsation architecturale et un
empatement des travées hépatoevtares associe a de la congestion. Ces Iésions
traduisent unc atteinte plus prononcee du tore.

O



a Conclusion

St le Tétra® et Lippia multiflora  présentent une toxicité aigué et subaigué
négligeables. les Iésions observées au cours de la toxicité subchronique suggerent
une certaine prudence lors de Nutilisation prolongée de ces préparations ou une
survelllance de Ta fonction hépatique s tmpose. surtout lorsque I"on sait que le Lippia
multiflora est consomme tous les jours par certains congolais en infusion ou en
décoction theiforme.
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3. Etude du pouvoir hépatoprotecteur du Lippia multiflora et
du Tétra®

3.1 Effets hépatoprotecteurs du Lippia multiflora et du Tétra®
vis a vis de I'intoxication au paracétamol

3.1.1. Effets des différents traitements sur les paramétres
biochimiques (Tableau XVI)

Les variations des activités de la glutamate pyruvate transaminase (SGPT), de
la glutamate oxaloacétique transamimase (SGOT), de la phosphatase alcaline (PAL)
et de la bilirubmémic sont significativement moms élevées ( p< 0,001) chez les
animaux ayant €té traités par le Tétra® a la dose de 0,45ml/kg, le Lippia multiflora a
la dose de 400mg/kg et la silymarine a la dose de 100mg/kg, aprés intoxication au
paracétamol. par rapport aux animaux t¢moins (eau distillée + paracétamol ).

Lo orevanche. Tes ammaux traites par le Tétra a la dose de 0,90ml/kg,
presentent unc  bilirubinemie, significativement plus élevée ( p< 0,001) et des
activités enzymatiques légerement plus importantes que celles des animaux traités a
la dose de 0,45 ml/kg (différences non sigmficatives )

3.1.2 Effets des différents traitements sur les parameétres
[Tistologiques

Le tableau XVII rassemble les ditférents types de I¢sions presentées par les
différents compartiments du foie des rats mtoxiqués au paracétamol, apres
administration du Tetra®_ du Lippia multiflora et la silymarine.

Les figures 14 15101718 et 19.illustrent le fore des rats, respectivement
normaux, ntoxiques au paracétamol et traites par le Lippia multiflora, le Tétra® aux
doses de 0.45ml/kg ¢t 0.90ml/kg et la silvmarine a 100 mg/kg.

Les fores de rats témoins présentent un parenchyme hépatique normal
(Figure 14).

Le trattement par le paracétamol entraine une destruction massive des structures
hépatiques, et une nécrose de coagulation hépatocytaire ditfuse ou parcellaire, et une
lyse hépatocvtaire diffuse (Figure 15).

l.es traitements par le Téwaw. du Zippra mulnflora et de la silymarme révelent
des parenchyvimes normaux.. plus ou moins conserves, avec des congestion au niveau
de la veine centrolobulaire(Figures 16.17.19). Outre cela, les traitements par la
silymarine et le Lippia multiflora montre des siusoides dilatés alors que celur par
Tétra® 045 ml/kg et 0,90 ml/kg montre des sinusoides subnormaux avec
ballonisation et clarification cytoplasmique (Figures 17,18).



3.1.3. Effets des différents traitements sur le sommeil induit par le
pentobarbital

Comme ['indique le tableau XVIL. le pentobarbital induit une durée de
sommetl  significativement plus ¢leve ( p< 0.001) chez les rats ntoxiqués au
paracetamol. comparativement aux normaus.

La durée de sommeil observee chez les antmaux traités par le Tétrak®. le
Lippia multiflora. et la silvmarine est moins importante que celle des temoms
( paracétamol — pentobarbital ).

Tableau XV1 : Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les parametres

biochimiques
Produits: ~ Doses  SGPT  SGOT PAL  BIL. TOTALE

Eau distillee Sl ky TI2N £ 509 [O7 122875 20125 +£55.00 2.76 2054
‘Eau distillee =~ 3 ml kg 37837 £ 5892 39237239061 37125+ 803 [7.11+1.99
Paracetamol Rt NE
V/i;)/)/u o wr-rl'()()mg ke

mulflora - 203002 3140 243 12121994 32675 £ 184 4.87 £0.57
Paracetamol S u ke () () () (55)
Tetra® 043 mlkg 183735+ 4243 2407322759 535337+ 741 S21T 2 T
'Paracétamol 3eke (Y R () ()
Tetraw - 090 ml ky 23T 235430001 20537+ I8 54 340372 827 [2.60 £0.03
Paracetamol 3¢ ke (N\S) (NS) (NS) (NS)
Silvmarine - loOmg ke 17975 £ 3140 2353722072 [97.50 £ 35872 S8 %ol
Paracetamol 3o ke (557 (FFF) (FFF) ()

n=8

(N.S) : non signiticatif

(¥ p< 0.001

SGPT:glutamate pyruvate transaminase serique
SGOT: glutamate oxaloacétate transaminase serique
PAL: phosphatase alcaline

Bil Totale : bilirubine totale



~ Tableau XVII :

|

Effets du l;pl)m multiflora et du Tétra®, sur les compartiments du foie
Données histopathologiques

Produits Doses ‘Architecture | Lspdte p(nte ~ Cellules hepdthue | sinusoides Veine
du ‘ (LP) centrolobulaire !

| par cnchvme |
| Eau dlslllng\ ,,,,J Sml I(),;—,,, ‘ C B ‘ N 7 N N N
w Eau distillée + (), Smlml = Nécroses de
711{19@&;111191\”; I N Ds - Dstm Loas_rulat]on diffuse | Dstm  Dstim

‘ ‘Souftrance cellulaire
‘ / ippia multiflora "400mg/kg + C N modérée D Ce
- Paracétamol  3gke “ o
‘r # ' ﬁ ~ Souffrance cellulaire
Tétra® + 0. 45mlike - ;modence, ,
ipaldcctamol 3 uke C N ou SN Ballonisation et SN Ce .
:‘ L B R clarification. |
| Tétra® 10,90 mi/kg ~ | Ballonisation et ‘
| Palauetamol Sekg ‘ C | SN clarification SN | Ce

| cytoplasmique ‘ |

Silymarine 100 mgrkg + | 7 - T_E\V\AAE
+ Paracetamol 3 g/kg C ; N Parenchyime normal et D | Cyg |

| | N congestif |
C = Conservée ; N =Normal ; Ds = Désorganisation : Cg = Congestion : SN = Subnormal ; D = Dilatation ;

Dstin = Destruction massive



Tableau XVIII

[ S

: Pentobalbllal

Pentobarbital

|

///7/7/(4 /m//////()/(/ + palace tamol +

Effets du

Pmdunts
Eau distillée =
' Pentobarbital
Eau dl\ll”(,e = alacctamol

sy
Tétra® - pal acétamol

Pentobarbital

Pentobarbital

Pentobarbital

n=3§8 :
(***) p< 0.001

Tétra® palacetamoh

Sllymanne + palacetamoh

4

o 90 mikg + 3 gkg +

Doses
(ml ou mg/ke)
\ml NI

S0 merkg

Sml/ke + 3 g/kg ¢
50 mgkg

400 mL/]\L gﬂ\g :
S50 mg/kg

045 mike - 3 wky -
,JO mg/kg

150 mg/kg

IOO mg/kg + 3 g/kg +
150 mg/kg

Durée de sommeil (mn)

e
|
\
\
4

|

Tétra® et du Lippia multiflora sur le sommeil induit par le pentobarbital

196+1.26

290 + 2,02

(***)

%o d duvmentatum

+17.34%

—

+4.89%
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T.H

V.CL

EP

Figure 14 : micrographie d’une section de foie de rat normal
traité a l'eau distillée G.X.250
Aspect du parenchyme hépatique normal : veines
centrolobulaires(V.C.L), espaces portes(E.P), travées

hépatocytaires(T.H)

Cg

Figure 15 : micrographie d’une section de foie de rat intoxigué, au
paracétamol aprés traitement 4 l'eau distiliée G.X.250

Aspect de nécrose( N) avec congestion(Cg)



Cl

Figure 16 : micrographie d’une section de foie de rat intoxiqué, au
paracétamol aprés traitement par le Lippia multiflora
400 mg/kg G.X.250
Aspect de Parenchyme plus ou moins conservé ;
souffrance cellulaire modérée : clarification(Cl) et
ballonisation(B)

Cl

Figure 17 : micrographie d’une section de foie de rat intoxiqué, au
paracétamol aprés traitement par le Tétra 0,45 ml/kg et par
voie orale G.X.250
Aspect de Parenchyme hépatique subnormal ou normal,
souffrance cellulaire modérée : clarification(Cl), ballonisation(B)

3



Cl

Figure 18 : micrographie d'une section de foie intoxiqué, par
paracétamol aprés traitement par le Tétra 0,90ml/kg

Aspect de Parenchyme hépatique plus ou moins normal :
Ballonisation(B) plus clarification(Cl) cytoplasmique

Th

Figure 19 : micrographie d'une section de foie de rat intoxiqué, au
paracétamol aprés traitement a la silymarine ou légalon 100

mg/ kg, par voie orale G.X.400
Aspect de Parenchyme hépatique subnormal plus

Congestion(Cg}
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3.2, Discussion - conclusion
0 Discussion
A la lumigre des résultats présentés ci-dessus, 1l ressort ce qui suit

* sur le plan biochmique.

Le paracetamol mduit une toxicité hépatique. L augmentation de 2 a 3
fors de la valeur normale des transaminases { SGOT et SGPT ) et de ia
phosphatase alcaline (PAL) t€moigne bien d une cytolyse hépatique. [l faut
cependant noter que les valeurs normales des activités enzymatiques obtenus
dans la présente ctude sont légerement supérieures a celles de la littérature
[155:166].

L intoxication au paracétanol qui est 'un des modéles les plus
utihseés pour | etude de I'heépatotoxicite |23 .60 :96 (166 | entraine donc une
augmentation sigmficative de ces parameétres biochumiques. Clest a travers le
niveau de cette augmentation quest évaluée |"étendue des lésions hépatiques.
En effet, la toxicite indmte par le paracétamol, est I'ceuvre d'un de ces
métabolites mtermédianes (rés reacnt et toxique, le N-acétyl-P-benzoquinone
imine (NAPQI) [163]. Cette substance est obtenue aprés le métabolisme du
paracétamol par un  certain nombre  dhisoenzymes du  cytochrome P4350,
notamument CYP2E], CYPIA2, CYP2AG6, CYP3A4, et CYP2D6. Le N-acétyl-
P-benzoquinone immine se  lietait aux macromolécules des inembranes
hépatocytares [163]. Ce mctabolite réagit avec ta forme rédute du glutathion
pour former un metabolite non toxique qun est le 3-GS-yl-paracétamol.

Malheureusement. lors de  Mintoxtcation avec une  forte dose de
paracétamol, ce systeme de détoxication est débordé par déplétion des taux de
glutathion. La conséquence esl la mise en ceuvre et la propagation des réactions
d-alkylation et de peroxydation induites par le toxique avec destruction des
macromolécules cellulaires et hbération des enzymes cytoplasmiques (SGOT et
SGPT) Les substances antioxvdantes et celles capables de capter les radicaux
ibres, ainsi que les mhbiteurs engzymatiques vont proteger 1'hépatocyte de cette
toxicite |80].

Aux doses utilisées, le Lippia multiflora ( 400mg/kg ), le Tétra®
(0,45 ml/kg ) et la silvmarme (100mg/kg ), s opposent significativement a la
toxicité hépatique induite par le paracétamol. Mais tel n’est pas le cas pour le
Tétra® 0,90 ml/kg qui ne s oppose pas efficacement & I"hépatotoxicite, les
activités des (ransaminases n étant pas signiticativement différentes des témoins
mroxiqués, qui traduit un domimage hépatique plus prononceé. Ce domimage
hépatique perturberat Félmmanon de fa bilirubme, dou Phyperbilirubinémie
observée.



L effet hépatoprotectewr le plus 1mportant est observé avec la
silymarme, substance de refévence uthsée, suivie du Lippia mudtiflora | et du
Tétra® a la dose de 0. 45ml/kg. Ti est done possible que le Tétra® a faible dose
et le Lippra multiflora exercent une activité antioxydante ou de captage des
radicaux libres protegeant amsi 'hépatocvte la destruction membranaire. En
outre, 1l est reconnu que inflammation est la plaque centrale dans I’hépatite
aigué  provoquee  par les  drogues  avee une  importante amplication  des
leucotrienes produits du métabolisme de Nacide arachdomique (voie de la 5-
l(poxygénase). Aussi, les eftets anti-intlammatoires rapportés sur le Tétra® 0,45
[4] mi/kg (et non a 0,90 ml/kg) powrratent partiellement contribuer a 1'effet
hépatoprotecteur observe dans cefte étude. Les valewrs de la phosphatase
alcaline (PAL) obtenues avec la silymarine sont nettement moins nmportantes
que celles observées chez les temomns. Certe observation rejomt celle de RAQ et
al [143] qui ont aussy obtenu des valeurs de PAL nettement mférieures a celles
des temoins . ce qui traduit 'nportance de |'effet hépatoprotecteur de cette
substance de référence. Le mécanisme de cette activité particuliere sur la PAL
reste a €lucider . cect drautant plus que dans les deux cas cet effet ne se
manifeste que pour I 'intoxicabon au paracetamol et non au CCly.

* sur fe plan histopathologique

Lointoxication par une forte dose de paracetamol (3 g/kg) par voie
orale, entraine une hépatocytolyse massive avec necrose de  coagulation
hépatocytaire diffuse. ce quiexphque les perturbations biochimiques qui se
traduisent par une ¢lévation des transaminases sériques. Les traitements par le
Lippia multiflora, le Teaa® ¢t la silymarine révélent des parenchymes normaux
plus ou moins conservés ou subnomaux avec des congestions au niveau de la
veine centrolobulame, traduisant ainst un certain effet d hépatoprotection vis a
vis de D'intoxication induite par le paracétamol. En plus, le traitement par la
sitymarine et le /7 ppuc mradisflora montre des sinusoides dilatés, tandis que celul
par le Tétra® 045 ml/kg mdique des simusoides subnormaux, ce qu confirme la
protection du foie.

= sur le plan pharmacologique

Les effets protectewrs du Lippa multiflora, du Tétra® et de la
silymarme vis a vis de Uhepatotoxicité mduite par le paracétamol sont confirmes
par leur activité sur la potentiahsation du sommeil mduite par le pentobarbital.

En effer, l¢ wtraitement des ammaux par le paracetamol mduit des
perturbations dans 1activité des enzymes hépatocytaires unphquées dans le
métabolisme  médicamenteux  avec  pour conséquence une  substanbelle
dinunution de la capacite du métabolisme et une prolongation du sommell
barbiturique. Clest ce qui est observé chez les animaux témoins (eau distillée +
paracétamol + pentobarbital). Sous Tétra® 0435 mi/kg et Lippra mudiiflora, la
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potentialisation du sommeil barbitunque est plus faible. Ce qui implique une
certaine fonctionnalité des cellules hépatiques.

Les résultats obtenus avec le Tetra® 0,90ml/kg rejoignent ceux des
parametres biochimiques, confirmant amsi un effet négligeable a cette dose sur
I"hépatoprotection.

La presente ¢lude semble done démontrer que le Tétra® a faible
dose, s oppose aux cffets hépatotoxiques du paracétamol. Elle confirme I’effet
hépatoprotecteur du Lippia multiflora signalé dans la littérature [57] lequel
pourraif €tre I'un des supports de cette activité dans la recette.

o Conclusion

Le Lippa mudtiflora et le Tétra® aux doses respectives de 400mg.kg et
0,453ml/kg, présentent un ¢ertain effet heépatoprotecteur, car 1ls s opposent d’une
mamiere significative a I'hépatotoxicite mduile par le paracétamol,



3.3. Intoxication au Tétrachlorure de carbone

3.3.1. Effets des différentes traitements sur les paramétres
biochimiques (Tableau XIX)

Les activites de la glutamate pyruvate transaminase (SGPT),de la
glutamate oxaloacetique transaminase (SGOT), de la phosphatase alcaline
(PAL) et de la bilirubinémie sont moms élevées ( p< 0,001). Chez les animaux
ayant éte traites par le Tetra® 0.45mi/kg. le Lippia mudtiflora et la silvmarine
JO0mg/ke, apres mtoxication au térachlorure de carbone, par rapport aux
ANIMaux témoins.

Ces valeurs ne sont pas sigmficativement modifiées pour le Tétra®
0,90ml/kg.

3.3.2. Effets des différentes traitements sur les parameétres
histologiques

Le tableau XX rassemble les lesions présentées par les différents
compartiments du foie des rats intoxiqués au Tétrachlorure de carbone, aprés
administratton du Tétra® . du Lippia mudtiflora et de la silymanine.

Les fraures 20,2122, 23, 24 et 25 illustrent le fole des rats, respectivement
nonaux, intoxigues au  etrachlorwre de carbone et traités par le /lippia
mudtiflora 400mg/kp. le Téma® 043mlkg et 0.90mlkg et la silymarine
100mg/kg.

Les fores des rats emoms ne presentent aucune modification structurale
au niveau du parenchyme hépatique (Figure 20), alors que ceux des rats traités
par le Tétrachlorure d¢ carbone présentent une désorganisalion massive, avec
destruction au niveau de la veine centelobulaire et une siéatose macroveésiculaire
diffuse et un élargissement de 1espace-porte (Figure 21).

Les tratlemients par le Tewa®, o lippra multflora et la silymarine
révélent des parenchymes normaox plis ou moins conserves, des espaces-portes
subnormatix, traduisant ainsi un certain effet d’hepatoprotection vis a vis du
Tétrachlorure de carbone avec une microstéatose minime ou modéree (Figures
22 et 23).

En plus les traitlements par la silvmare et le Tetra 0,90 montent des
macrostéatoses inoins auportanies et une structure hépatique plus ou moins
conservee (Figures 24 ¢t 25),



Tableau XIX: Effets du Lippia muldtiflora et du Tétra® sur les parameétres biochimiques

( intoxication au Tétrachlorure de carbone )

Produits Doses SGPT (UI/) | SGOT (UIA)
'Eau distillée . ~0,5ml/100g  8394+3,06 | 12875+9,13
Eau distillée + - 10,5ml/100g
Tétrachlorure de carbone 2. 5ml/kg 0 22043+£25 47 2353241785
| Lappia muldtiflora = 400mg/ke 1453741221 169.18+15 31
‘Tétrachlorure de carbone 2,5mi/kg (¥F¥) (F5%)
Tétra® 0,45ml/kg 148,04310.52 1742441103
Tetrachlorure de carbone 2. 5ml’kg (FFE (*%*)
Téwra® + 0.90mke
"['ét[richlorure de carbone EE,Sm,}}kgb hI3R425 20 [ade 11,95
.' (N.S) (N.S)
Silymarine + - -!,'IUOmg/kg | a o
Tétrachlorure de carbone 2 5ml/ke ' |40,?;5;l)2,95 150>(53:)3,2|
n=8 . (NS}: non éigaiﬁcatlf n< 0,00_I _____ -

PAL (UIN)

2011542771

498 .25+49 86

347.04+19.17
($$*)

358.,24+31 8]
(&&*)

393.45436.11
(N.S)

278,32+26,52
(F%%)

Bil totale

13.08 = 0,32

-

($$$]

(¥#%)

(N.S)

(***)

3,8<ﬁﬁ:0_

3,97+0.,53

5,59+0.33

08

' 3.72+0.44

4. 87+0.83

]




Tableau XX :

Produits

zau d_isillla}.n'

"kau distillee +

Tétrachlorure
de carbone
Lippia
“multiflora +
Tétrachlorure
Lde carbone

Effets du Lippia multiflora et du Tétra® sur les paramétres histologiques
( intoxication au Tétrachlorure de carbone )

Poses

| Tétra® -

| Tétrachlorure
'de carbone
Tetra® +

| Tétrachlorure
'de carbone

i

L
' Silymarine
Tetrachlorure
‘de carbone

Architecture : Espace-porte

.(ml ou mg/kyg) du (EP)
o __parenchyme .

0, 5ml/100g C N
10.5ml/100g+ |

'2,5ml/ky | Ds

| |

A400mg/ke + |

2 Sml/ke | LC | SN

'{),4511_1Fkg + N :

2,5ml/kg +(C - SN
10,90 ml/ke + N I
' 2.5ml/kg +C SN
1100 mg/kg + _

2,5ml/kg +C SN

Données hisio_h;lthologiques

Cellules hépatiques | sinusoides

.
centrolobulaire :

N N N

-empatement

i -nécrose

-stéatose macrovésiculaire |
diffuse {+ + )
-empatement
-NECrose
-stéatose micovesiculaire | D f Ceg
minime (1) ] ] _ .
-nécrose ' .
-stéatose microvésiculaire | D | Cg
minime ou modérée (+) -

-empatement

-NECrose i D Cg
-stéatose
macrovésiculaire (+ + )
-empatement

-stéatose microvésiculaire E Cg
minime ou modérée (+ + )

Dstm Dstin

|

| |

| | _
|

C = Conservés ; N = Normal ; Ds = Désorganisation ; Cg = Congestion ; SN = Subnormal ; D = Dilatés ; E = Elargis :

Dstm = Destruction massive
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EP

V.C.L
Figure 20 : micrographie d’une section de foie de rat normal traité
a l'eau distiilée G.X 250
Aspect normal de 'architecture hépatique, comportant des
veines centrolobulaires (V.C.L) et des espaces portes (E.P)
N

M.V

Figure 21 : micrographie d'une section de foie de rat intoxiqué, au
Tétrachlorure de carbone, aprés traitement a I'eau distillée G.X 250

Aspect d’une steatose macro et micro vésiculaires diffuse (M.V),
plus empatement et destruction massive: nécrose (Nj)
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MYV

Figure 22 : micrographie d'une section de foie de rat intoxiqué, au
Ccl4 aprés traitement au Lippia multiflora 400 mg/kg G.X.250
Aspect de stéatose microvésiculaire modérée (M.V) plus nécrose (N}

Figure 23 : micrographie d'une section de foie de rat intoxiqué, au
Ccl a 2,5 ml/kg, aprés traitement au Tétra 0,45 ml/kg G.X.250
Aspect de steatose microvésiculaire (M.V) plus nécrose (N)
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Figure 24 : micrographie d'une section de foie de rat intoxiqué, au
Tétrachlorure de carbone aprés traitement par le Tétra 0,90
ml/kg par voie orale G.X.400
Aspect de steatose macrovésiculaire (M.V), et

empatement plus clarification nucléaire (C.N)

Figure 25 : micrographie d'une section de {foie de rat intoxiqué, au
Tétrachlorure de carbone aprés traitement a la silymarine ou

légalon a 100mg/kg par voie orale G.X.250
Aspect de steatose microvésiculaire(M.V) modérée , avec

structure hépatique plus ou moins conservée au niveau de la
veine centrolobulaire (V.C.l), plus empatement et congestion(Cg

Bo



3.4. Discussion - conclusion
0 Discussion

Au regard des résultats obtenus. 1l ressort ce qui suit

<

* sur le plan biochmuque

L™ mtoxication au tétrachlorure de carbone qui est ['un des modeles
utihses, pour 1"étude de I'hépatotoxicité [23 196 :166] entraine I"augmentation de
2 a 3 fors la valeur normale des transaminases ( SGOT et SGPT ) et de la
phosphatase alcaline ces données témoignent bien d une cytolyse hépatique. I
faut cependant noter que les valeurs des activités enzvmatiques obtenues chez
les témoins dans la présente étude sont légerement supérieures a celles de la
littérature [155 :1606]. L hépatotoxicité induite par le tétrachlorure met en jeu de
nombreux processus  biochimiques,  lipoperoxydation,  liaisons  covalentes,
mactivations enzymatiques diverses entrainant ainsi une nécrose dont I’étendue
est tres vartable [60]. Le CCl, entraine aussi une déplétion du glutathion réduit
[100]. Ce sont donc ces mécanismes biochimiques qui aboutissent a la cytolyse
hépatique et donc a I"augmentation de ["activité des transaminases.

Aux doses utilisees. Ve Lippra muloflora ( 400mg/kg ), le Tétra®
(043 mlikg) ¢t la silvmanne (100mg/kg ), s opposent significativement a la
toxicite  hepatique induite par le tétrachlorure de carbone. En revanche, le
Tetra® a la dose de 0.90 ml/kg ne s oppose pas efficacement a I'hépatotoxicité.

L eftet hepatoprotecteur le plus important est observé avec la silymarine .
substance de référence utilisée, swivie du Lippia multiflora, et du Tétra® a la
dose de O 43mlkg: cependant. comme pour I'mtoxication au paracétamol,
I"eftet bénéfique du Tétrar semble diminuer avee "augmentation de la dose. 11
est donc possible que le T¢tra® 0,45 ml/kg, le Lippia multiflora et la Silymarine
agissent comime certains extraits de plantes par mhibition de la lipoperoxydation
[6 :54] mduite par le tétrachlorure réduisant amsi la lyse cellulaire et donc la
libération des enzvimes cvtoplasmiques.

= sur le plan histopathologique

Le  wmanement  par Ie tetrachlorure  de  carbone  entraine  une
hépatocytolyse, se traduisant par une stéatose macro et microvesiculaire avec
destruction massive des structures hépatiques associées a de la nécrose de
coagulation hépatoevtaire diffuse. Les traitements par le Lippia multiflora, le
Tetra® et la silymarie révelent des parenchymes normaux ou subnormaux avec
des congestions au niveau  des  espaces-portes. Ces traitements  révelent
argls avece une congestion des veines

¢galement des sinusoides dilatés et ¢
centrolobulaires.

Ces données confirment au niveau cellulaire un certain eftfet protecteur
des substances ¢tudices
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1 Conclusion

Le Lippia mulnflora et le Tetrak aux doses respectives de 400mg kg et
0,45ml/kg, presentent un certam cltet hepatoprotecteur, car ils s"opposent d une
maniere signiticative a I"hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone.
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1. Discussion générale
L objectif de Ta présente étude était de

- determiner e profil chinmgue de la recette Tétrawe et de extrait aqueux de
["un de ses constituants, le Lippra multiflora.

- ¢valuer d une part les effets secondares du Tétra® et extrait aqueux du
Lippia multiflora notamment au niveau hépatique, d autre part le potentiel
hépatoprotecteur  de ces  deux  préparations  sur les modéles  classiques
d hépatotoxicite chez le rat .

Les résultats obtenus révelent que

» Le Teétra® et 'extrait aqueux du Lippia multiflora renferment les
groupes chimiques polaires

F Le Tetra® et le Lippia multiflora sont bien tolérés notamment au
niveau hépatique et hematologique

~ Le Tetrar et le Lippia multiflora  aux  doses respectives de
O43mbkg et de 400mg/kg. presentent comme la silymarine,
( substance de relérence). un certain ctfet hépatoprotecteur, car 1ls
s opposent d une maniere signtficative a I'hépatotoxicité induite par
le paracétamol ou le Tétrachlorure de carbone, eftet protecteur
confirmé  sur le  plan pharmacologique par une moindre
potentialisation du sonueil barbiturique chez les animaux ayant
subit les traitements précités. apres mtoxication au paracétamol,
comparativement au lot (¢moin.

Aucun travail n'a jusque la mis en ¢vidence les constituants chimiques du
Tétra® et de extrait aqueux du Lippia multiflora. 1 est vrai que de nombreuses
etudes ont ¢t¢ consacrees a "hule essentielle [3:3:28 :31 :91:126:140 :164],
mais pas a l'extrait brut du Lippia multiflora.

Les reésultats  du présent travaill montrent  que  certaines  substances
chimiques preésentes dans extrait aqueux du Lippia multiflora (stéroides) sont
absentes de la  recette, de  méme dautres  constituants  (chlorures
danthocyanidine) présents dans Ta recette. sont absents dans ["extrait aqueux du
Lippia multiflora. Cependant Tétra® et Lippia ndtiflora ont en commun  des
acides ammes. des glucides. des tanins condenses et galliques. des flavonoides,
des saponines. ¢t des polvphenols.

Le Tétrak, commercialis¢ au Congo depuis 1995 n'a pas encore fait
I"objet de nombreuses ¢tudes scientiliques. bren quun travail preliminaire [29]
ait montré que cette recette est beaucoup utilisée par la population. L on sait par
atlleurs que 'inventeur du Tétrak signale que son prodult ne preésente aucun
effet indésirable.
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[l est donc mmportant de rechercher scientifiquement les eftets indésirables
de cette préparation. Déja une étude clinique [4] avait montré sa bonne tolérance
hépatique, rénale. et cardiovasculaire. chez le volontaire sain et le malade.

La présente ¢tude confirme cette bonne tolérance du Téra® aux doses
thérapeutiques, notamment au niveau hépatique (cect aprés des études de
toxicité aigué , subaigué), alors qu un traitement continu de 90 jours (toxicité
subchronique) révele une certaine attemte hépatique. En effet 'usage des plantes
médicinales. bien que faisant partic de notre patrimoine culturel ne peut faire
cvacuer leur ¢ventuelle toxicite comme en témoignent les lésions digestives
rapportees au CHUB, apres absorption des extraits a base des plantes (données
non publices).

Les résultats de la présente ¢€tude constitue done un élément favorable
pour la recette du Tétrak et son constituant, tenant compte du fait qu aucun
traitement au long cours n'est propose par le tradithérapeute. Ces observations
permettent ausst de montrer la néeessite  de coupler les résultats biochimiques,
traduits par les activités des transaminases et les données histologiques dont les
[estons qui sont Iégeres dans certaines conditions, peuvent devenir importantes
dans d autres.

Les proprictes hepatoprotectrices du Lippia muldtiflora sont signalées dans
la littérature | 37 ). L.-on peut penscr que cette activile puisse ausst se retrouver ,
dans  le  T¢wak. dou D'mterét  de  rechercher, les  éventuels effets
hépatoprotecteurs de cette recette et de les comparer a ceux du Lippia multiflora.

Les résultats obtenus montrent que le Tétra a la dose de 0,45 ml/kg
comme le Lippia nmnltiflora & 400 mg kg et la svhimarine 100 mg/kg possedent
bien une activit¢ hépatoprotectrice sur les modéles de  'hépatotoxicité au
paracétamol ¢t Té¢trachlorure de carbone. modeles largement utilisés pour la
mise en éwvidence de 1'hépatoprotection | 39 ]. En effet ces tests i vivo,
constituent un choix d"évaluation globale de TMactivité hépatoprotectrice des
substances, contrairement aux ¢tudes m vitro qui bien qu’intéressantes, par le
maintien de "activité métabolique hépatocytarre, sur de courtes périodes, par le
controle  beaucoup  plus aisé de environnement  physico-chimique,  mais
¢galement des conditions dhintoxication lors d essats pharmacologiques, par une
grande homogénéité des échantillons, et enfin par une ¢conomie de produits a
tester, par rapport aux quantités utilisées au cours d expérimentation in vivo, ont
Fmeonvénient  d étre  étrangéres  a  certaines  considérations  dordre
pharmacocmeétique. de n observer que des évenements purement cellulatres,
alors qu'in vivo. une partic des phénomenes toxiques peut étre de nature
immunoallergique ou de nature tssulaire a tvpe de réactions milammatoires de
fibroses, de scléroses [ 39 |.
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Il faut  touteforis mentionner qu'il est reproché au tétrachlorure de carbone
un - metabolisme relativement  complexe  donnant  lieu a  des métabolites
(chloroforme. phosphagene, monoxvde de carbone) qui peuvent développer une
toxicite a leur propre compte [ 18 ]

Il faille enfin signaler que les valeurs biochimiques des témoins obtenus
avec les deux modeles utilises sont largement supéricures a celles de la
litterature [ 39 | Cette différence peut s expliquer par d importantes variations
mterindividuelles  sur  les  valeurs des transaminases . variations  que
reconnaissent d ailleurs FLEURENTIN et JOYEUX [ 60 ] qui rapportent par
exemple pour les GPT des variations de 130 a 7500 UL'l. Néanmoms les
résultats de cette partie de travail montrent bien que le Tétra a dose faible (0.45
ml/’kg) possedent des effets hepatoprotecteurs qui disparaissent a des doses plus
clevees. HOFLER et al [74] ont ausst observe le méme phénomene avec le
Rosmarmus - officinalis - dont effet  hepatoprotecteur  optimal a  100mg/kg.
dimimuait avec Naugmentation de Ta dose alors que LEXA et al [ 98 | trouvent
un eftet hepatoprotecteur comparable chez /lupatonium cannabimim avec les
doses de 250, 300 et 1000 mg kg

Cette activite qui peut ¢tre en partic attribuee a la presence du Lippua
multiflora dans cette recette. est mterieure a celle de la substance de réference.
(la silvimarme) elle méme extraite de la graine de Silvhum mariamum. Peu de
travaux ctudiant les plantes a potentialites hepatoprotectrices ont utilis¢ un
produit de retérence [143 1163 :170] alors que celui-ci permet de situer I activité
des preparations ¢tudices par rapport aux produits existants sur le marche.

| "eftet bénefique du Tetrak et du Lippra multiflora sur 1" ¢tat fonctionnel
de T'hépatocvte est confirme par le test de la potentialisation du sommeil
barbiturique.  En etfet le pentobarbital mduit un sommeil qui peut étre
potentialis¢ par certaines substances. et reduit par d autres. Cette potentialisation
ou cette réduction dépend de la tfonctionnalite des hepatoevtes. qui vont assurer
la dégradation métabolique du barbiturique a travers le cytochrome P 430 [ 806 .
Lorsque 17 état fonctionnel des hepatocevtes est alteré par le paracétamol. la
déeradation du barbiturique est ralentie et le temps de sommeil augmente | 86 |
¢ est ce qui est obsenve dans la presente ctude.

[ antagonisme de Naugmentation de la duree de sommetl induit par e
pentobarbital par le Tetrak 0435 mi'kg. le Lippra mutuflora 400 mg'ke. et la
silvmarine  a 100 mgkg détermme  indirectement et confirme  I'etfet
hépatoprotecteur des ces préparations,

Quel est le mecanisme de cette heépatoprotection observée avec le Tetrak
et le Lippia muluflora

Les mtoxications par le paracétamol et par le tetrachlorure de carbone.
entrainent  une augmentation  des  parametres  biochimiques  (transaminases.

k):



bilirubine, phosphatase alcaline) apres ovtolyse suite a des  perturbations
structurales de Ta membrane hepatoevtare soit par le métabolite réactif, le N-
acétvl-P-benzoqumone 1imine (cas du paracétamol). soit par lipoperoxydation et
la formation de haisons covalentes (cas du tétrachlorure de carbone).

Le Tetra® et le lLippia multiflora, comme la silymarine pourraient
s opposer a la depletion du stock hepatique de glutathion, assurant ainst soit la
detoxication du mi¢tabolite réacut, soit 1'inhibition de la lipoperoxydation ¢n
dimmuant 1o formaton  des radicaux libres par effet  inhibiteur  sur les
cytochromes P430 et ses tsoenzymes dont les activites seratent alors réduites.
Entin, les propriétés anti-inflammatoires du Tétra® [5] pourraient contribuer a
I"eftet antihépatotoxique.

Cet ellet heépatoprotecteur  serait-il en relation avec la  constitution
chimique de ces preparations

LLes résultats des screening chimiques du Tétra® et du Lippia multiflora
revelent la présence des polyphenols et des flavonoides. Ces  substances
possederatent des ellets hépatoprotecteurs, lesquels ont été largement décrits
[7:9:20:47 :53 .58 :76 107 112 2121150 1135 :136 :150 :173 :170].Elles
pourratent done ¢tre en partic mpliquées dans "hépatoprotection observée avec
le Tétra® et le Lippia muliiflora dans la présente etude.




2. Conclusion générale

Le present travarl a permis d apporter une mportante contribution sur la
toxicite et les eftets hepatoprotecteurs du Tétrak et du lippia multiflora

Dans la premicre partie de ce travail nous avons pu identifier dans les deux
drogues les groupes chimiques polaires. 11 s agit de

*  Glucides. acides ammeés. composés réducteurs. tanins  condensés et
galliques. polvphenols. saponines. et chlorures d anthocvanidine dans le
Tetrak

* QGlucides. acides  amiunes.  tanins  condenseés et tanins - galliques.
polyphenols. saponmes. flavonoides. et des steroides dans le Lippia
multitlora.

Dans la deuxieme partie de ce travail. nous avons montre que le Tetrak et
le Lippra mulnflora presentent une toxicite argué et subairgué neghgeables. Les
lesions observees au cours de la toxicite subchronique suggerent une certaine
prudence lors de [Nutilisation prolongée ou une surveillance de la fonction
hepatique s mmpose.

Dans la troisieme partie. nous avons mis en evidence les propriétes
hepatoprotectrices du Tétrak et du Lippra multiflora. Comparativement a
"action  hepatoprotectrice de la silvmarime.  celles du Tetra® et du Lippia
multflora sont moms importantes. comme en temoignent les resultats sur les
données biochimiques. histopathologiques et pharmacologiques. Des deux doses
de Tétra® adminmistrées (045 ml’kg et 0.90 mlkg). seule celle de 0.45 ml'kg
présente une activité  hépatoprotectrice  signiticative.  Au-dela. cette activite
dmmue.

L. action hepatoprotectrice du Tetrak et du Lippia muliiflora pouwrrait etre
attribuée  a  certaines  substances  chimiques  tels  que  les  composes
polvphenoliques (flavonoides et tanins) ct certains steroides. que ["on retrouve
dans la plupart des plantes a vertus hepatoprotectrices et antioxyvdantes.






Perspectives

En relation avece les laboratoires plus équipes :

Etudier les clfets du Tétraw et du Lippia multiflora sur le cytochrome
P450 et ses 1soenzymes dans les mémes conditions expérimentales que les
notres.

Doser les taux de glutathion hépatique, atin de comprendre le mécanisme
mtime des effets du Tétra® et du Lippia multiflora.

Réaliser des cultures hépatocvtaires afin d étudier m vitro les effets du
Tétra® et du Lippia multiflora.

Réaliser un screening pharmacologique avec les autres plantes de la
recette..

DIQ



SUMMARY

The aim of the present study 1s
- to determme the chemical profile of Tetra® and aqueous extract of its
component. Lippia multiflora -
- (o evaluate the side effects of Tetrak and constituent aqueous extract of
Lippra multiflora on the normal liver :
- to evaluate the hepatoprotective activity of the tow preparations on the
classicals models hepatotoxicity i rat
Results this study reveals that sterotds can only be found m the aqueous extract
of Lippia multiflora whereas anthocianidin chlorids exist in Tetra®. Conversely,
the followmg components exist in Tetra® as well in the aqueous extract of
Lippia  multiflora:  ammoacids, glucids, flavonoids, tanins, saponins and
polyphenols. Investigations on acute, subacute and subchronic toxicity have
revealed slight moderate lesions in the hver ; this means that the liver tolerates
Tetra® and the aqueous extract of Lippia - multiflora fairly well. Indeed, orally
administered to rat.  Tetra® 045 ml/ke. Lippia multiflora 400 mg/kg  and
Stlvmarm  (Legalon)100 mg/kg serioushy prevent (p-0.001) the nerease of total
bilitubin, Transaminase pyruvate glutamate. Transaminase oxaloacetate
elutamate  and alcalin - phosphatase  caused by paracetamol and carbon
tatrachloride. Conversely Tetra® 0.90 ml/kg induces a slight but no significant
mcrease of enzvmatic activities, and a very high bilirubinemia (p<0,001) as
compared with Tetrar 045 ml'kg (paracetamol intoxication). The hepatic
lestons that can be observed (necrosis and steatosis) are less important than
those found m control group (paracetamol + distilled water) and (carbon
tetrachloride + distilled water), showing sometimes a normal or subnormal
architecture. The duration of sleeping induced by pentobarbital in intoxicated
animals (paracetamol) which taken the Tetra® 0,45 ml/kg, Lippia multiflora 400
mg/ke, silymarin 100 mg/ke 1s quite shorter (p < 0,001) than that of animal
which takes distilled water - paracetamol. Conversely, with reference to the
mtoxicated rats which have taken the Tetra® 0,45 ml/kg, the duration sleeping
was much longer for those which have taken Tetra®w 0,90 ml/kg, (p < 0,05). In
the light of all these data, 1t night be suggests that Tetra®, when taken in low
dose (0,45 ml/kg) possess hepatoprotective properties. This effect could be
attributed to the extract of Lippra multiflora which 1s known as hepatoprotective.
In conclusion. the aqueous extract of Lippra multiflora and Tetra® are drugs rich
in polar constituents. Those preparations which are relatively well tolerated by
normal liver possess hepatoprotective properties which are weaker than that of
the reference substance, silymarin. These observations are in agreement with the
{olk use of Lippra multiflora and suggests the important place of this plant m
hepatoprotective activity of Tetra®.
Keywords : Tetra®, Lippia  multiflora, silymarin, paracetamol, carbon
tetrachloride. hepatotoxicity, chemical screening.
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RESUME

Notre travail a pour but :

de déterminer le profil chimuque de Ja recette Tétra® et de ’extrait aqueux de
I’un de ses constituants, le Lippio multiflora

d"évaluer les effets secondaires du Tétra® et de Iextrait aqueux de Lippia
nrudtiflora sur le foie ;

d’évaluer I’activité hépatoprotectrice de ces deux préparations sur les modéles
classiques d’hépatotoxicité chez le rat.

Les résultats du présent travail montrent que les stéroides ne sont présents que dans I’extrait aqueux
du Lippia multiflora et les chlorures d’anthocyanidine dans le Tétra®. Cependant les composés
chimiques sutvants sont présents aussi bien dans le Tétra® que dans extrait aqueux de Lippia
multiflora . Acides aminés, Glucides, Tanins, Flavonoides, Saponines et Polyphenols.

Les études de toxicités aigué, subaigu€ et subchronique ont révélé la présence de lésions
¢lémentaires modérées ou minimes au niveau du foje, traduisant ainsi une bonne tolérance du Tétra® et
de Pextrait aqueux du Lippia multifiora , au niveau hépatique.

Sur le plan biochimique, le Tétra® a la dose de 0,45 mlkg, le Lippia multifiora & la dose de
400mg/kg et la Silymarine ou Légalon a la dose de 100 mg/kg, admmistrés par voie orale, s’opposent
significativement a [’augmentation de la bilirubine totale (BilT) et des activités de la glutamate pyruvate,
transaminases (SGPT), de la glutamate oxaloacétate transaminase (SGOT), et de la phosphatase alcaline
(PAL) sérique, induite par le paracétamol et le tétrachlorure de carbone. Par contre, le Tétra a la dose de
0,90 mlkg, induit une légére augmentation non significative des activités enzymatiques, et une
bilirubinémie significativement élevée, comparativement & la dose de 0,45 ml/kg (intoxication par le
Paracétamol).

Sur le plan histopathologique, les 1ésions hépatiques observées (nécroses et stéatoses) sous Tétra®
0,45 mlkg, Lippia multiflora 400 mg/kg et silymarine 100 mg/kg sont moins importantes que celles
observées chez les témoins (paracétamol + eau distillée et tétrachlorure de carbone + eau distillée) avec
parfois une architecture normale ou subnormale.

Sur le plan pharmacologique, la durée de sommeil induite par Je pentobarbital, observée chez les
animaux intoxiqués ayant regu le Tétra® a la dose de 0,45 mlkg, le Lippia mulitiflora 400mg/kg et la
Silymarine 100mg/kg est significativement plus basse que celle des lots témoins (eau distillée +
paracétamo! + peniobarbital). En revanche, comparativement aux rats intoxiqués puis traités par le
Tétra® a la dose de 0,45 ol/kg, ceux ayant recu le Tétra® a la dose de 0,90 ml/kg, présentent une durée
de sommeil significativement plus élevée.

L’analyse de toutes ces données suggére que le Tétra®aurait des effets hépatoprotecteurs a faible
dose (0,45 mg/kg), lesquels pourraient étre attribués entre autres a 'extrait de Lippia multifiora, dont les
résultats obtenus confirment ceux de la littérature.

Conclusion :
L’extrait aqueux du Lippia mudtiflora, et le Tétra® riches en constituants polatres sont des drogues
possédant une bonne tolérance hépatique.lls sont doués d’un potentiel hépatoprotecteur qui est moins
prononce que celui de la substance de référence, la silymarine.

Mots clés : Tétra, Leppra muhtiflora, effets hépatoprotecteurs, paracétamol, tétrachlorure de carbone,
pentobarbital, silymarine hépatotoxicité médicamenteuse.
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