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INTRODUCTION

Le foie est le centre de la maorité des fonctions de I'organisme. Il a un rdle
primordial dans le métabolisme des molécules endogenes et exogenes telles que la
détoxification et I'élimination des xénobiotiques (Poirier et al., 1975). Ces cOmMposés
regroupent des produits naturels, des polluants de I’environnement et des meédicaments
comme le paracétamol.

Le paracétamol (PCM) a été développé en 1893 par Von Mahring et commercialisé
en 1949 (Botting, 2000). Cest I'antalgique et [|’antipyrétiqgue le plus utilisé dans
I’automeédication. La prise de ce médicament, a long terme ou méme une surdose a court
terme, est accompagnée de risques de cytolyse hépatique. Aux Etats-Unis, e paracétamol est
responsable d’ environ la moitié des cas d'insuffisance hépatique aigué (Mitchell et al., 2011).

L’ hépatotoxicité par le PCM est attribuée a son métabolite trés réactif, le
N-acétylpara-benzoquinone-imine (NAPQI) qui, a grande concentration, épuise les réserves
du glutathion. Ceci engendre la formation des adduits protéiques (Reid et al., 2005), la
peroxydation lipidique (Favier, 2003), I'inflammation (Kim et al., 2010) et |’ atération de la
perméabilité mitochondriale (Reid et al., 2005). Ces événements conduisent a la mort
hépatocellulaire par nécrose.

La N-acétylcystéine (NAC) est un antidote dérivé de la cystéine, fréquemment
utilisée lors de I'intoxication par le PCM (K atzung, 2006), mais cette molécule possede des
effets secondaires tels que I’hypotension (Larocque, 2013). Pour cela, la recherche des
composes d'origine naturelle dotés de |’ effet hépatoprotecteur a fait I’objet de nombreux
chercheurs. Plusieurs extraits de plantes médicinales, testés contre | hépatotoxicité induite par
le paracétamol, se sont avérés étre des agents hépatoprotecteurs prometteurs dans les
applications pharmaceutiques (Pandy et al., 2012; Liu et al., 2011).

Populus nigra est une plante riche en métabolites secondaires et largement utilisée en
phytothérapie traditionnelle (Fournier, 2010). Les études antérieures ont montré que cette
plante possede des activités biologiques importantes telles que I'activité antibactérienne
(Vardar-Unlu et al., 2008), anti-inflammatoire (K arawya et al., 2010) et antioxydant (Warnant
et al., 2004). Récemment, I’ activité anti-peroxydation lipidique in vitro a été élucidée par
Debbache et ses collaborateurs (2014). Vu que la peroxydation lipidique est I'un des
principaux mécanismes de | hépatotoxicité, |I' évaluation de |’ effet anti-peroxydation lipidique
in vivo de cette plante pourrait protéger le foie contre une éventuelle hépatotoxicite.
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L’ objectif de ce travail est d évaluer in vivo I’ effet hépatoprotecteur de I’ extrait
éthanoligque de bourgeons de Populus nigra contre une intoxication induite par le paracétamol
chez la souris. Cette évaluation est basée sur la mesure des niveaux sériques des
transaminases, les taux hépatiques du malondialdéhyde ainsi que I’examination de |’ aspect
histologique des foies. A notre connaissance, aucune investigation n’'a été déja réalisée sur
I’activité hépatoprotectrice des bourgeons de Populus nigra contre I’intoxication par le

paracétamol.
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CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1- FOIE

Le foie est I’organe viscéral le plus volumineux du corps humain. C'est une glande
abdominale unique et asymétrique appartenant au systeme digestif de couleur rouge brun
(Figure 1). Il est situé dans la partie supérieure droite de I’abdomen, dans la zone appelée

hypochondre droit, juste sous la cage thoracique et e diaphragme (Flament et al., 1982).

Fig.l: Lastructure du foie (Adaptée de Abdel-Misih et Bloomston, 2010).

|.1.1- Segmentation et vascularisation

Le foie est divisé, grace au ligament falciforme, en deux lobes. Un grand lobe
hépatique droit et un plus petit lobe gauche, avec une subdivision en 4 segments pour
chacun. C’est I’un des organes les plus densément vascularisés du corps humain. Il contient

environ 25 % du volume sanguin total du corps (Abdel-Misih et Bloomston, 2010).

[.1.2- Unitéfonctionnelle du foie

Le foie est formé d’ un grand nombre de lobules hépatiques constituant son unité
fonctionnelle (Figure 2). Sur des préparations en coupe, les lobules hépatiques apparai ssent
ordonnés en prismes polygonaux. A chaque angle de ces prismes, trois lobules rentrent en
contact, C’ est la zone appel ée «espace porte» au niveau duquel on distingue I’ artere hépatique,
une branche de la veine porte et un petit canalicule biliaire. Ce réseau alimente, a chague fois,
trois lobules (Menche, 2006). Ces lobules sont constitués majoritairement d' hépatocytes qui
forment des lames hépatocytaires anastomosées. Chaque lame est en contact avec des
capillaires sinusoides par I'intermédiaire d’ un espace de Diss (Poirier et al., 1975). Le sang
artériel se mélange avec le sang de la veine porte dans les capillaires sinusoides qui
représentent la zone d’ échange avec les hépatocytes et qui se dirigent vers le centre du lobule.
Au centre du lobule, ces capillaires se jettent dans la veine centro-lobulaire par laquelle
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le sang quitte finalement le lobule pour rejoindre la veine cave inférieure, juste en-dessous du

diaphragme (M enche, 2006).

Fig. 2: Lareprésentation de |’ unité fonctionnelle du foie (Inspiré de Tortora et Derrickson, 2009).

1.1.3- Différentstypes de cellules hépatiques

La structure du foie est composée de 60 % de cellules parenchymateuses représentant
les hépatocytes et 40 % de cellules non parenchymateuses dont les cellules sinusoidales, les
cellules de Kupffer, les cellules stellaires, les cellules cholangiocytes (Rosenbaum et al., 1991)
et les cellules ovales (L aper che, 2003) (Figure 3).

Fig. 3: Les différents types de cellules hépatiques (Adapté de Bohm et al., 2010).

[.1.4- Fonctionsdu foie
Le foie est un organe vital et peut étre considéré comme I'un des principaux
régulateur de I’organisme. Il intervient dans trois grandes fonctions indispensables: le

métabolisme, |e stockage et I éouration (Poirier et al., 1975).
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[.1.4.1- Métabolisme
% Glucides
Le foie est le site principa de la glycogénolyse, la glycogénogenese et la
néoglucogenese. Ainsi, il permet de maintenir une glycémie a un taux fixe quels que soient
les apports (Poirier et al., 1975). De plus, il est le seul organe qui peut convertir le fructose et

le galactose en glucose (M enche, 2006).

% Protéines
Lefoie utilise les acides aminés pour la synthese des protéines plasmatiques telles que
I” albumine (M enche, 2006), la transferrine, la céruloplasmine, les protéines de I’ inflammation,
les protéines de la coagulation et les apolipoprotéines A, B, C, E. En outre, il est le lieu
principal de la dégradation des bases pyrimidiques (Poirier et al., 1975).

s Lipides

Les lipides peuvent étre stockées dans le foie sous forme de triglycérides ou
décomposeées en fonction des besoins produisant des acides gras libres qui subiront
la B oxydation. Cette derniére conduit a I’accumulation de I’acétyl-CoA (acétyl coenzyme A)
dans |” hépatocyte et génére également des corps cétoniques (M enche, 2006).
Le foie est |e site de synthese du cholestérol dont I’ éape limitante est catalysee par I’ enzyme
3-hydroxyl-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMG CoA réductase). Ce stérol est
transporté gréce aux lipoprotéines HDL (High density lipoprotein), LDL (Low density
lipoprotein) et VLDL (Very low density lipoprotein) qui sont également synthétisees par le
foie (Marieb, 2008).

% Production desacides biliaires
Les sels hiliaires sont synthétisés exclusivement dans les hépatocytes lors de la
dégradation du cholestérol. IIs fonctionnent comme détergent en facilitant la digestion des
lipides et leur absorption par I'intestin. De nombreuses enzymes localisées dans différents
compartiments sous-cellulaires d'hépatocytes interagissent dans la conversion du cholestérol

en acides biliaires, dont I’enzyme limitante est la 7 a-hydroxylase (Marieb, 2008).
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1.1.4.2- Stockage des minéraux et des complexes vitaminiques
En plus d emmagasiner le glycogéne, le foie stocke certaines vitamines (A, B, D, E,
K) et certains minéraux (cuivre et fer):
¢+ Environ 90 % de la vitamine A hépatique sont contenus dans les granules lipidiques
des cellules stellaires sous forme d'ester de rétinol (Rosenbaum et al., 1991).
< La vitamine E servira comme antioxydant protecteur contre les radicaux libres en
protégeant les acides gras polyinsaturés de la peroxydation lipidique (Pincemail et al.,
1998).
«» Lefoiecontient 57 % du cuivre total alanaissance et 17 % al’ &ge adulte; ce cuivre se
trouve lié a une protéine appelée ceruloplasmine. 1l stocke aussi 20 a 30 % du fer de
I’ organisme sous forme liée a la ferritine dans le cytoplasme des hépatocytes et des
cellules de Kupffer (Poirier et al., 1975).

[.1.4.3- Epuration

% Dégradation del’ammoniac

La dégradation des acides aminés dans les tissus périphériques produit un métabolite
toxique: I’'ammoniac. Celui-ci se combine au glutamate pour former la glutamine qui véhicule
I”ammoniac jusqu’au foie. Cela permet I’ éimination de I’ammoniac en le transformant en

urée qui seraexcrétée dans!’urine (Marieb, 2008).

% Métabolisme des médicaments

Cest la biotransformation des médicaments qui sont genéralement des produits
liposolubles en un ou plusieurs autres composés hydrosolubles actifs ou inactifs. Ceci est
réalisé principalement dans le foie, au niveau du réticulum endoplasmique lisse hépatocytaire
(Poirier et al., 1975). En général, il passe par trois phases:
La phase | comprend des réactions de modifications structurelles y compris I'oxydation,
la réduction et I'hydrolyse. Cette phase a pour but de convertir les médicaments
en métabolites plus polaires facilement excrétés par les reins ou le systéme biliaire.
L’ oxydation des médicaments est catalysée par deux grandes familles d'enzymes, a savoir
le cytochrome P450 (CY P 450: CYP3A4, 3A5, 2Cs, 1A2, 2E1, 2A6, 2D6 et CYP2B6) ainsi

gue les mono-oxygénases a flavine (FMO) représentés par FMO 3. Ces enzymes métabolisent
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environ 90 % des médicaments. Le CYP 3A4 étant le plus important, permet le métabolisme
de plus de 50 % des médicaments (Y eung et al., 2014).

Les métabolites résultant de la phase | peuvent étre facilement excrétés s'ils sont rendus
suffisamment polaires, autrement subir des réactions de phase Il impliquant la conjugaison
avec des mol écules endogenes fortement polaires qui augmentent la solubilité du médicament
telle que I'gout de l'acide glucuronique, les sulfates, certains acides aminés (glycine,
glutamine, ornithine) ou le glutathion. Dans cette phase, il y a trois familles d enzymes:
les sulfotransférases, les UDP-glucuronosyl transférases (UGT) et les glutathion-S-
transférases (GST) (Mitchell et al., 2011).

La Phase Il englobe des transporteurs du cOté basolatéral et apical des hépatocytes
tels que les transporteurs hiliaire P-gp (P-glycoprotéine). Ces derniers sont des systémes de
transport actifs qui excrétent les xénobiotiques dans la bile ou le sang. Cette excrétion permet

ainsi une éimination rénale, fécale ou un cycle entéro-hépatique (Mitchell et al., 2011).

|.2- PARACETAMOL ET HEPATOTOXICITE

Le paracétamol auss dénommé acétaminophéne ou 4-hydroxyacetanilide est
un meédicament analgésique antipyrétique indiqué dans le traitement de la fievre et des
douleurs d'intensité faible a modérée. Ce médicament est le plus vendu mondialement. 1l est
commercialisé seul ou en association dans de multiples spécialités pharmaceutiques telles que
Doliprane®, Dafdgan® et Efferalgan® (Katzung, 2006). Cest un dérivé phénolique
comportant un cycle benzénique substitué par un groupement hydroxyle et un groupement
acétamide en position para (Figure 4). L’ acétaminophéne est un dérivé de |la phénacétine et de
I” acétanilide, possedant un faible potentiel d’interaction médicamenteuse aux doses usuelles.
La dose thérapeutique du paracétamol est de 4 g/jour avec une dose efficace 50 (DE50) de
45 mg/kg/24h, aors que sa dose toxigue 50 (DT50) est de 150 mg/kg/24h et sa dose |éta 50
(DL50) de 2,4 g/kg (Reichl, 2004).
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Fig. 4: Lastructure chimique du paracétamol (Reichl, 2004).

1.2.1 - Absorption et distribution

Comme le paracétamol a un pKa proche de 9,5, il est sous forme non ionisée, au
niveau du tube digestif, ce qui facilite son absorption qui atteint 88 % pour la mgjorité des

formes galéniques (K atzung, 2006).

Le paracétamol diffuse rapidement et tres largement dans les compartiments liquidiens (sang,
liquide céphalorachidien, salive) et tissus de I'organisme particulierement dans le foie et le
rein. Son volume de distribution est de 0,9 a 1,0 L/kg. Il est trés faiblement lié aux protéines
plasmatiques notamment I'albumine (5 a 20 %). La concentration plasmatique maximale est
atteinte en 30 a 60 minutes aprés ingestion avec une fourchette de 10 a 20 mg/L. Son effet
apparait 20 minutes apres sa prise et dure environ 4 heures avec une demi-vie d'édimination

del’ ordre de 2 heures (K atzung, 2006).
[.2.2- Moded’action

Le paracétamol agit principalement au niveau du systeme nerveux central en exercant
un effet antalgique et antipyrétique (Botting, 2000).

L’ effet antalgique et antypyrétique provient de la métabolisation hépatique du paracétamol
par désacétylation en p-aminophénol. Cette substance passe dans le sang et arrive au cerveau
ou elle se conjugue avec |’ acide arachidonique gréce a |’ hydrolase des amides d’ acide gras
(FAAH: Fatty acid amide hydrolase) afin de produire le N-arachidonoyl phénolamine
(AM404) (Hogestatt et al., 2005) (Figure 5). Ce dernier est la forme pharmacol ogiquement
active du paracétamol car il inhibe la cyclooxygénase centrale (COX) en empéchant
la transformation de I’acide arachidonique en prostaglandine, un médiateur central de
la douleur et de la fievre (Botting, 2003). Aussi, le AM404 est un agoniste du récepteur

TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid 1) situé a la surface des neurones sensitifs

8
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et impliqué dans la modulation de la douleur (Barriére et al., 2010). Par ailleurs, c’est un
ligand du récepteur cannabinoide CB1 et un inhibiteur de la recapture cellulaire des
endocannabinoides comme |’anandamide. Ces molécules endogenes sont capables de

moduler e message nociceptif au niveau central viale récepteur CB1 (Hogestatt et al., 2005).

Enfin, le paracétamol renforce le systéme sérotoninergique central conduisant a une libération
de sérotonine au niveau médulaire et |’ activation des récepteurs sérotoninérgiques spinaux, ce

qui inhibe latransmission du message douloureux (Barriére et al., 2010).

Fig. 5: Le mode d' action du paracétamol (Barriereet al., 2010).

FAAH: Fatty acid amide hydrolase, AM404: N-arachidonoyl phénolamine, Récepteur CB1: récepteur
cannabinoide 1, TRPV1: Transient receptor potential vanilloid 1.

|.2.3- Elimination

Pour étre éliminé, le paracétamol est métabolisé par le foie au niveau des hépatocytes.
A dose thérapeutique, une grande fraction subit des conjugaisons, a savoir la sulfo- (20-46 %)
et la glucurono-conjugaison (40-67 %) sous I’ action respectivement de deux sulfotransférases
(SULT1A1 et SULT1AD3), et de I'uridine 5 -diphospho- glucuronyltransférase (Bellier, 2011).

9
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Une fraction minime sera oxydée via le cytochrome P450 (principalement le CYP 2E1, mais
aussi lesisoformes CYP 1A2 et CYP 3A4) en un intermédiaire é ectrophile hautement réactif
et toxique: le N-acétyl p-benzoquinone-imine (NAPQI) (Figure 6). Celui-ci produit
en quantité infime a dose thérapeutique, est détoxifié par conjugaison au glutathion hépatique
via le glutathion-S-transférase donnant lieu a des conjugués de mercaptate, et de cystéine
qui seront éliminés dans les urines (M eister et Ander son, 1983).

En cas de surdosage, une grande quantité de paracétamol sera oxydée en NAPQI alors qu’ une
minorité subira une conjugaison ce qui abaisse son niveau d éimination induisant ainsi

des dommages et des nécroses hépatiques centro-lobulaires (Jameset al., 2003).

Fig. 6: Le métabolisme du paracétamol (Adapté de Jameset al., 2003).
NAPQI: N-acétyl p-benzoquinone-imine, P450: cytochrome P450.

[.2.4- M écanismes de |’ hépatotoxicité par le paracétamol

L’expression de I’hépatotoxicité par le paracétamol est le résultat de plusieurs
événements tels que la formation des adduits protéiques, la transition de la perméabilité

mitochondriale, |aperoxydation lipidique et I’inflammation.

10



CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

[.2.4.1- Formation des adduits protéiques

A dose toxique de paracétamol, une grande quantité sera transformée en NAPQI, ce
qui conduit a I'épuisement du glutathion hépatique. Cependant, le NAPQI se liera de fagon
covaente au groupe sulfhydryle des proténes pour former des adduits protéiques 3-(cystéine-
S-yl)-acétaminophene. Ces adduits se produisent uniquement au niveau des cellules
hépatiques centrolobulaires, conduisant a la perturbation des structures et fonctions
des protéines hépatiques (Reid et al., 2005). Ainsi, le NAPQI induira un déséquilibre
de I'noméostasie calcique par inhibition de la pompe Ca?*/Mg?* ATPase, ce qui est |’ origine
de I’ augmentation des niveaux cytosoliques de Ca’* qui ménent !’ activation des protéases
intracellulaires dépendantes de Ca®* comme les calpaines. Ces enzymes peuvent cliver des
protéines de structure a l'intérieur de la celule et contribuer a la nécrose. Une autre
conséquence de la perturbation intracellulaire de I’homéostasie de Ca?* est I'accumulation
de Ca®* dans le noyau et I’ activation d'une endonucléase Ca®*/Mg** dépendante (DNASI1L3)
responsable de lafragmentation de I’ ADN (Figure 7) (Jaeschke et Bajt, 2006).

La toxicité par I'acétaminophéne s accompagne aussi par la formation d'adduits protéques
de nitrotyrosine (3-nitrotyrosine) formés par nitration de la tyrosine par le peroxynitrite
(ONOQ)), une espéce hautement réactive favorisant le stress oxydant et générée a partir
du superoxyde (O’,) et de I’ oxyde nitrique (NO) (Jameset al., 2003) (Figure 7). Les adduits
de nitrotyrosine se co-localisent avec les adduits protéiques d'acétaminophéne au niveau
des domaines centrolobulaires du foie et représentent des biomarqueurs de la toxicité par
le paracétamol (Reid et al., 2005).

[.2.4.2- Transition de la per méabilité mitochondriale

La transition de la perméabilité mitochondriale (MPT) est un autre phénomene
de I’ hépatotoxicité par le paracétamol. Il a é&té montré que les oxydants tel's que les peroxydes
et peroxynitrites ains que le Ca®* favorisent la MPT. Cette derniére est caractérisée par
un changement de la perméabilité de la membrane mitochondriale interne, la formation
de pores dénommés PTPM (pores de transition de la perméabilité mitochondriale)
et le découplage de la phosphorylation oxydative favorisant ainsi la diminution du potentiel
membranaire et de la synthése d’ ATP (Reid et al., 2005; Hinson et al., 2010).
En outre, le membre pro-apoptotique Bax (Bcl-2 associated X protein) de la famille Bcl-2
(B-cell lymphoma 2) réside dans le cytosol, mais il peut transloquer vers la mitochondrie

et former des pores dans la membrane mitochondriale externe, seul ou en combinaison avec
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d'autres protéines Bcl-2, par exemple Bad (Bcl-XL/bcl-2 associated death promoter homol og)
et Bid (BH3 interacting death domain agonist). La formation de ces pores, conjointement avec
ceux du MPT, conduit & lalibération des protéines a partir de |'espace inter- membranaire tel
gue les endonucléases G, le facteur dinduction d'apoptose (AlIF), le second activateur
de mitochondries dérivé des caspases (Smac) et le cytochrome c. L’ AlF et I'endonucléase G
transloquent vers le noyau et engendrent la condensation de la chromatine ainsi que
lafragmentation de I'ADN nucléaire, respectivement, ce qui est en corrélation avec la nécrose
hépatique (Figure 7) (Jaeschke et Bajt, 2006).

Fig. 7: Les mécanismes de I’ hépatotoxicité par le paracétamol (Adapté de Jaeschke et Bajt, 2006).

AAP: Acéaminophéne, NAPQI: N-acétyl p-benzoquinone-imine, GSH: Glutathion réduit, Ca®*cyto: Calcium
cytosolique , Ca®*-ATPase: Pompe calcium, Bax: Bcl-2 associated X protein, Bid: BH;interacting death domain
agonist, Cyt ¢: Cytochrome ¢, Smac: Second mitochondrial activator of caspase , ATP: Adénosine triphosphate ,
AIF: Facteur dinduction dapoptose, DNASIL3: Endonucléase Ca?’/Mg** dépendante; ADN: Acide

désoxyribonucléique; MPT: Transition de la perméabilité mitochondriale, X¥,,: Potentiel membranaire, O,:
Superoxyde, NO: Oxyde nitrique, ONOO': Peroxynitrite, NOSi: Oxyde nitrique synthase inductible.

|.2.4.4- Peroxydation lipidique

Lors de I'intoxication par le paracétamol, le glutathion est en pénurie a cause de
I’excés de NAPQI. Ainsi, la glutathion peroxydase qui nécessite le GSH comme cofacteur ne
sera plus fonctionnelle et ne pourra plus détoxifier le peroxyde d’ hydrogene (H2O,) formé a

partir du super oxyde (O). Cependant, le H,O, saccumule, ce qui augmentera le stress
12
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oxydant via la réaction de Fenton qui générera le radical hydroxyle (OH") (Hinson, 2010). Ce
dernier oxyde un acide gras polyinsaturé (LH), formant un radical lipidique (L) qui réagit
avec une molécule de dioxygéene pour produire un radical peroxyle (LOQO"). Celui-ci attaque
un autre acide gras polyinsaturé pour former un produit primaire: I’ hydroperoxyde (LOOH)
qui, sous I'action des métaux (Fe’"), formera des radicaux alkoxyles (LO’) et hydroxyles
(HO) (Figure 8). Enfin, des phases terminaes de dégradation conduiront a des aldéhydes,
pami eux le maondiadéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonéna (4-HNE). Ces produits
terminaux peuvent étre mesurés dans le plasma en tant que biomarqueurs du stress oxydant
(Michel et al., 2008).

Comme conséquence, la peroxydation lipidique peut créer des atérations de la membrane
telles que la modification de sa fluidité, mais aussi I'inactivation de récepteurs, d’ enzymes
et de la voie de transduction des signaux (Favier, 2003). Par exemple, I’ excés des adéhydes
réactifs (MDA et 4-HNE) entraine leur combinaison aux groupements aminés libres
des protéines (essentiellement les résidus lysines) conduisant a la formation de produits
d’addition susceptibles d'altérer les propriétés biologiques des protéines concernées.
En outre, les protéines modifiées par le MDA sont immunogénes et peuvent conduire
a la formation d’ anticorps dirigés en particulier contre les résidus lysines modifiés par
le MDA (Miche et al., 2008). De plus, le MDA forme des adduits sur les bases de I'ADN
de type MDA-guanine induisant ainsi des mutations et des lésions dans le matériel génétique

pouvant mener alamort cellulaire (Favier, 2003).

Fig. 8: Les éapes de la peroxydation lipidique (Michel et al., 2008).
LH: acide gras polyinsaturé, Re:radical initiateur tel que le OHe, Le: radical lipidique, RH: acide gras

polyinsaturé, O,: dioxygéne, LOOe: radical peroxyle, LOOL’: produit stable, LOOH: hydroperoxyde, LOe:
radical alkoxyle, OHe: radical hydroxyle, Fe %*: Fer ferreux.

13
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[.2.4.3- Inflammation

Un surdosage de paracétamol conduit a I'activation des cellules de Kupffer qui

produisent des molécules pro-inflammatoires telles que TNFa (Tumor necrosis factor o).
Cette derniére se fixe sur son récepteur membranaire TNFa-R menant a ’activation de la voie
NF«xB (Nuclear Factor for the k chain of B cells). Le NkFB est séquestré en I'absence
d'activation dans le cytoplasme en s'associant a des protéines inhibitrices de NFkB (IkB). IxB
kinase (IKK) phosphoryle et dégrade kB (Inhibitor of NFkB), ce qui entraine la libération de
NF«B qui pénetre dans le noyau, se fixe sur I’élément de réponse a NFkB (NFxB RE) et
active les genes codants pour maintes molécules telles que les cytokines, NOSi (Oxyde
nitrigue synthase inductible) et COX (Figure 9) (Kim et al., 2010).
La cyclooxygénase 1/2 transforme I'acide arachidonique en prostaglandine H2. Cette derniére
est métabolisée par la thromboxane synthase en thromboxane A2 qui se transformera
en 12-HHT (12 (S)-hydroxyheptadeca-5Z, 8E, 10E-trienoic acid) et en MDA (Willis et Smith,
1994). Ce dernier amplifiera la réponse inflammatoire en activant la voie NFxB (Strain
et Diehl, 2012).

BB
N

@& IkB_T p

Fig. 9: Lavoie NFkB (Adaptéde Kim et al., 2010).
NFkB: Nuclear Factor for the « chain of B cells, [kB: Inhibitor of NFkB, NFkB RE: Elément de réponse a
NFkB.
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|.3- Systémes de défense

Pour faire face a |’ hépatotoxicité induite par le paracétamol, la cellule développe des
systemes de défense d’ origine endogéne ou de provenance exogene: ce sont les antioxydants.
Ces antioxydants sont des substances susceptibles dinhiber directement la production,
de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I'oxygene et du nitrogene
(Favier, 2003).

[.3.1- Molécules endogénes enzymatiques

Elles comprennent les enzymes de la phase |1 et celles de la détoxification telles que:
la glutathion-S-transférase, la quinone oxydoréductase-1, la superoxyde dismutase (SOD),
la catal ase, la glutathion peroxydase et la glutathion réductase. La SOD est capable d’ éliminer
I’O, par une réaction de dismutation en générant le H,O,. Ce dernier est converti par
la catalase et la glutathion peroxydase en H,O. La glutathion réductase, quant a elle, a pour
réle de régenérer le GSH a partir du glutathion disulfure (GSSG) grace au NADPH
(Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) produit par la glucose 6 phosphate
déshydrogénase (G6PD) (Kim et al., 2010) (Figure 10).

0, —* » 0, P, H,0, =T, H,0 + O,

NADP*

GSH
NS
\. GSSG/ \NADPH’/

GPx G6PD

A J

H,0

Fig. 10: Le mode d' action de quel ques enzymes antioxydantes (I nspir é de Favier et al., 2003).

O,: Oxygéne, O, Superoxyde, H,O,: Peroxyde d’hydrogéne, H,O: Eau, SOD: Superoxyde dismutase, CAT:
Catalase, GPx: Glutathion peroxydase, GR: Glutathion réductase, GSH: Glutathion réduit, GSSG: Glutathion
disulfure, NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, NADP': Forme oxydé de nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate, GEPD: glucose 6 phosphate déshydrogénase.

|.3.2- Molécules endogénes non enzymatiques
Le glutathion est la principadle molécule endogene non enzymatique. C'est
un tripeptide constitué par la condensation d'acide glutamique, decystéineet deglycine

(y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine) par la c-glutamyl-cystéine synthétase. Il existe sous forme
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de glutathion réduit (GSH), disulfure (GSSG) et nitro-glutathion (GSNO). Il aun rdle crucia
dans la protection contre le stress oxydant car il neutralise les radicaux libres et contribue

a la régénération des molécules anti-oxydantes telles que 1’acide ascorbique et 1’a-tocophérol
(Rahman et M acnee, 2000).

|.3.3- Molécules de défense exogéne
1.3.3.1- Vitamines

L’a-tocophérol (vitamine E) est le principal antioxydant liposoluble. Cette vitamine
se fixe aux membranes et empéche la propagation de la peroxydation lipidique comme €elle est
capable de piéger |I'oxygene singulet et le radical hydroxyle (Pincemail et al., 1998). Cette
vitamine est régénérée par une vitamine hydrosoluble qui est I’ acide ascorbique (vitamine C).

Cette derniere se réduit par les ascorbates réductases ou le glutathion (Favier, 2003) (Figure

L L

Fig. 11: Lerecyclage de lavitamine E et C (Pincemail et al., 1998).

R*: Radical lipidique, RH: acide gras polyinsaturé, Vit E: Vitamine E, Vit E*: vitamine E reduite, Vit C:
Vitamine C, Vit C*: vitamine C réduite, GSH: glutathion réduit, GS®: radical de glutathion.

1.3.3.2- M étabolites secondair es
Les plantes médicinales possedent plusieurs principes actifs qui permettent leur
croissance et leur défense contre les agents étrangers. Ces principes sont appelés métabolites

secondaires, parmi eux:

% Polyphénols
IIs regroupent plus de 8 000 molécules divisées en une dizaine de classes chimiques,
ayant toutes un point commun: la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’ un nombre variable de fonctions hydroxyles
(OH). Ces polyphénols sont synthétisés principalement par deux grandes voies
d aromagenese: la voie de |’acide shikimique et la voie polyacétate. Mais la participation
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d’ un troisiéme composé -le mévalonate- est également possible bien que moins fréquent
(Bruneton, 1999). Les polyphénols sont représentés majoritairement par les flavonoides
(quercéting). Aingi, il existe d’'autres polyphénols tels que les acides phénoliques (acide
caféique), les coumarines (ombéliférone), les tanins (gallotanins), et les quinones
(benzoquinone) (Hennebelle et al., 2004).

Les composés phénoliques possédent plusieurs activités biologiques telles que: antioxydants,
hépatoprotecteurs, anti-inflammatoires, diurétiques (Hennebelle et al., 2004), antiallergiques,
anti-cancérogenes, antimutagenes et anti-tumorales (Bruneton, 2009).

s Terpeéenes

Les terpénes sont des métabolites secondaires qui se forment par |'assemblage
d' unités penta-carbonées ramifiées dérivées du 2-méthylbutadiéne. Ces unités sont
synthétisées principalement par la voie mévalonate et chague classe des terpenes est issue
généralement de la condensation « téte-a-queue » d’un nombre variable d’ unités isopréniques,
ce qui permet de classer les terpénes sdlon le nombre de carbones. les monoterpéenes,
les sesguiterpenes, les diterpenes, les sesterterpénes, les triterpénes, les tétraterpénes et
les polyisoprénes (Bruneton, 1999).
Parmi les activités biologiques des terpénes. antioxydants, antiseptiques, spasmolytiques,
cicatrisants,  cholérétiques, anti-inflammatoires, anticoagulants,  antihypertensives,
cardiotoniques et anal gésiques (Bruneton, 2009).

« Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles azotées, réagissant comme des bases,
ils ont des structures complexes par lesquelles on désigne 3 groupes: les vrais acaloides,
les proto-alcaloides et les pseudo-alcaloides. Parmi les activités biologiques des acaloides:
dépresseurs et stimulants du systéme nerveux, antioxydants, anticholinergiques, effets

anesthésiques locaux, anti-fibrilles et anti-tumoraux (Bruneton, 1999).

% Moded’action de quelques métabolites secondaires
Les métabolites secondaires ont un puissant effet antioxydant, cet effet peut ére da
a l'interaction de ces meétabolites avec les molécules endogenes intervenant dans
le mécanisme de la réponse cellulaire au stress oxydant. Plusieurs recherches ont été réalisees

afin d' éucider, identifier et comprendre le mode d’ action de ses métabolites.
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D’aprés Heim et ses collaborateurs (2002), |l y a plus de 25 ans de recherches pour
identifier larelation entre I’ activité antioxydante des flavonoides et leurs structures in vitro.
Parmi les caractéristiques qui augmentent la corrélation entre leurs structures et cette activité:

- Le degré élevé d hydroxylation, la position et I’arrangement des groupements OH
spécialement dansle cycle B (Figure 12).

- Laprésence deladouble liaison C2-C3 en conjugaison alafonction 4-carbonyl.

- Le degré de polymérisation des flavonoides influence aussi sur I'activité antioxydant.
Les composés flavonoidiques en forme hexamerique ont une plus grande capacité

apiéger le ONOO et le O, que les composeés tétramériques.

3’

Fig. 12: Lastructure des flavonoides (Heim et al., 2002).

Concernant le mode d’action, certains polyphénols peuvent réguler les mécanismes
de défense de la cellule a travers I’ activation du facteur Nrf 2 (Nuclear factor-erythroid-2-
related factor 2). Ce facteur joue un role essentiel dans le maintien de I"’homéostasie lors
du stress oxydatif car il permet la transcription de plusieurs genes cytoprotecteurs tels que
les enzymes antioxydantes. Dans |’ état normal, le Nrf 2 est séquestré dans le cytoplasme
en état inactif par son répresseur Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) (Figure 13).
Les modifications de ce dernier par I’oxydation de ses groupements thiol et/ou
la phosphorylation de ses résidus sérines et thréonines par la MAPK (Mitogen activated
protein kinase) conduisent alalibération du facteur Nrf 2. Ce dernier translogue vers le noyau
ou il se lie a I'dément de réponse aux antioxydants (ARE). Cette liaison conduit
a la transcription des genes codants pour les molécules antioxydantes et les enzymes
de détoxification (Kim et al., 2010).
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(Rt D

Fig. 13: Lavoie Nrf 2/Keapl (Adaptéde Kim et al., 2010).
Nrf 2: Nuclear factor-erythroid-2-related factor 2, Keapl: Kelch-like ECH-associated protein 1, ARE: Elément

de réponse aux antioxydants.

L’ étude de Chen et ses collaborateurs (2009) a montré que les polyphénols du thé ont
réduit de maniere significative et dose dépendante les niveaux de CYP450 dans le foie de la
souris; ains ils peuvent diminuer |'hépatotoxicité en empéchant la transformation du
paracétamol en son métabolite toxique.

L’ éude de Lee et ses collaborateurs (2010) a montré que |’ ester phénéthylique de
I'acide caféique (EPAC) a inhibé le complexe IKK responsable de I’ activation de la voie
NF«B. L’inhibition de cette voie empéche la libération des cytokines et 1I’expression de NOSIi,
producteur de NO, ce qui diminue laréponse inflammatoire et immunitaire. La méme étude a
révélé qu’ EPAC a augmenté la transcription des enzymes anti-oxydantes par I’ intervention de
son groupement catéchol. Ce dernier génére des quinones qui réagissent avec le groupement
sulfhydryle de Keapl conduisant al’ activation de Nrf 2.

Yu et ses collaborateurs (1999) ont étudié le role du butylhydroquinone tertiaire
(BHQT) et de sulforaphane (SUL) dans |’ activation de la voie MAPK qui induit I’ expression
des enzymes de la phase |l de détoxification. Ces molécules interagissent directement avec
Raf 1 (Rapidly accelerated fibrosarcoma 1) conduisant a I'activation de I'ERK 2
(Extra cellular signal-regulated kinase 2). Cette activation permet la phosphorylation de
plusieurs proténes cytosoliques et nucléaires telles que Elk 1 (Ets-like transcription factor 1)
qui interfere avec c-fos (c-FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog) et active

AP-1 (Activator protein 1) permettant sa liaison a ARE et activant ains |’ expression

19



CHAPIIRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

des enzymes de détoxification (Figure 14). Aussi, 'ERK 2 peut intervenir pour la
phosphorylation de Keapl entrainant la libération de Nrf 2.

Fig.14: Lavoie ERK/MAPK (InspirédeYu et al., 1999).

Ras. Rat sarcoma, Raf 1: Rapidly accelerated fibrosarcoma 1, MAPK: Mitogen activated protein kinase. ERK:
Extra céellular signal-regulated kinase.

I.4- POPULUS NIGRA

Populus nigra (P. nigra) a éé sélectionnée pour étudier I’ effet hépatoprotecteur de
ses bourgeons contre I’ intoxication par le paracétamol (Figure 15). C’est une plante largement
utilisée en médecine traditionnelle. Elle est communément appelée peuplier noir, peuplier
franc ou peuplier commun (Fournier, 2010) et localement appelée Safcaf en arabe et Asafcaf
en berbere (Beloued, 2001).

|.4.1- Description

Cest un arbre a feuilles tremblantes pouvant atteindre 20 a 40 m de hauteur
(Fournier, 2010) et 2 m de circonférence, a écorce en gercures et rameaux visqueux; les
bourgeons sont allongés et pointus, les feuilles deltoides ou ovales triangulaires, dentées,
alternes et longuement pétiol ées avec une couleur verte et |uisantes (Beloued, 2001).

Le peuplier commun n’est spontané gque dans une partie de |’ Europe, I’ouest de I’ Asie et le
Nord de I’Afrique (Fournier, 2010). En Algérie, on le retrouve a El kaa, Tlemcen et la
Kabylie, dans les rives des cours d' eau douce, surtout en montagnes (Beloued, 2001).
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|.4.2- Classification

La classification taxonomique de Populus nigra est comme suit (Beloued, 2001) :

Regne Veégétale
Embranchement | Spermaphytes
Sous Angiospermes
embranchement

Classe Dicotylédones
Ordre Sdlicales
Famille Salicacées
Genre Populus
Espece Populus nigra

Fig. 15: L’ arbre de Populus nigra (Photogr aphie)
[.4.3- Usagetraditionnelle

Les bourgeons a fleurs de P. nigra congtituent la partie la plus utilisée en
phytothérapie. |ls sont recommandés dans les affections des reins et de la vessie, contre les
catarrhes des voies respiratoires, les bronchites, les fiévres intermittentes, les rhumatismes, les

hémorroides, |a goutte et |a sciatique (Fournier, 2010).

|.4.4- Etudes antérieures sur Populusnigra

Dans le but de valider son utilisation traditionnelle, quel ques éudes ont éé conduites
sur cette plante. Warnant et ses collaborateurs (2004) ont montré ses propri étés anti-oxydantes
en utilisant un modéle de peroxydation de |’ acide linoléique induite par le fer. Par ailleurs,
Rohnert et ses collégues (1998) ont montré que |’ oxydation des LDL induite par le Cu** a été
fortement inhibée par différents extraits aqueux dune drogue composée de Fraxinus-
Dolidago-Populus.

L’ activité anti-inflammatoire des extraits de plusieurs espéces de Populus a été d§a
rapportée en utilisant un modéle impliquant la xanthine oxydase (Karawya et al., 2010). En
outre, | activité anti-bactérienne et anti-fongique des extraits de P. nigra a été évaluée et les
résultats ont révélé que ses feuilles ont fortement inhibé I'activité de plusieurs souches
bactériennes pathogenes (Vardar-Unlii et al., 2008; Al-Hussaini et M ahasneh, 2009).
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L’extrait éhanolique de P. nigra a inhibé la formation de I'cedéme induit par la
carragénine chez la souris (Karawya et al., 2010; Debbache et al., 2013), aors que I’ extrait
aqueux a regulé les genes impliqués dans la défense anti-oxydante et la réponse anti-
inflammatoire (Dudonné et al., 2011). Aussi, le méme extrait était efficace contre plusieurs
radicaux libres (Debbache et al., 2014). Une autre étude, éablie par Debbache et ses
collaborateurs (2013) a montré que |’ extrait éthanolique de bourgeons de P. nigra a exercé
une hépatoprotection contre I’aluminium avec un effet relaxant au niveau de I’artére
coronaire porcine.

Ces activités sont essentiellement dues aleur composition en métabolites secondaires.
Quelques études se sont intéressées a la séparation et I'identification des composés actifs
présents dans les bourgeons de P. nigra. Parmi ces éudes, celles établies par Greenway et ses
collaborateurs (1988 ; 1990) ou ils ont identifié les composés présents majoritairement dans
les bourgeonnements de P. nigra qui sont |’ acide caféique (Figure 16a), I’ acide isoferulique et
leurs esters, ains que les flavonoides et les chalcones avec des taux fables de
dihydrochal cone, de I’ acide cinnamique, de I’ acide coumarique et leurs esters. Comme ils ont
remargué I’ absence des composés terpéeniques (Greenaway et al., 1990). Alors que les travaux
de Jerkovi¢ et Masteli¢ (2003) ont désigné environ 48 molécules volatiles dans les bourgeons
de P. nigra qui présentent 95 % de composés volatiles dont les monoterpéenes, les
hemiterpénes et les sesquiterpénes, alors que les 5 % restants sont des composés volatiles

non-terpéniques tels que les alcools aiphatiques et aromatiques.

Les bourgeons possédent aussi d’ autres métabolites secondaires tels que la quercétine
(Palo, 1983) (Figure 16b), le salicylate (Rubiolo et al., 2013; Dudonné et al., 2011) (Figure 16c)
et le benzoylosalicoside (Beloued, 2001). Comme ils contiennent des résines, des acides

galliques et maliques, des matiéres grasses et de la populine (Four nier, 2010).

HO - :
Non L
OH
HO OH O

Fig. 16: La structure chimique de quel ques composés de Populus nigra (Bruneton, 2009).

(a)Acide caféique; (b) Quercéting; (c) Salicylate.
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I1.1- MATERIELS
I1.1.1- Matériel végétal

Les bourgeons de P. nigra (Figure 17) ont été utilises comme source de
phytochimiques.

Fig. 17: Lesbourgeons de Populus nigra (Photogr aphie).
[1.1.2- Matériel animal et conditions d’éevage

Pour évaluer |’ effet hépatoprotecteur de I’ extrait brut de bourgeons de P. nigra contre
une intoxication au paracétamol, des souris albinos NMRI (Naval Medical Research Institute)
males et femelles, ayant un poids qui varie entre 22-30 g avec une moyenne d' &ge (6 + 2)

semaines ont été utilisées.

Ces animaux proviennent du centre d'élevage de I'institut Pasteur d Alger et
I’ expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire d expérimentation animae de

I” université Abderrahmane MIRA de Bgaia.

Pour respecter leur cycle biologique, les animaux ont éé mis sous des conditions de
température ambiante de (25 + 2) °C et d humidité de 60-70 % avec un cycle 12/12h
(lumiére/obscurité). Les souris ont été nourries a volonté avec I’ aliment & bouchon et I’ eau de
robinet.
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[1.1.3 - Appareillages et produits chimiques

Plusieurs appareils et produits chimiques ont été utilisés pour la réalisation de ce

travail. Le tableau suivant les résume, (Tableau 1).

Tableau |: Les différents appareils et produits chimiques utilisés

- Sonicateur (RAYPA)

- Vortex (VELP)

- Etuve (BINDER)

- Centrifugeuse (SIGMA)

- Spectrophotometres (SHIMADZU) et
(PICTUS B DIATRON)

- Bain marie (MEMMERT)

- Microscope optique avec appareil photo
intégré (OPTICA)

- Automate d’inclusion (LEICA)

- Appareil d’ enrobage dans la
paraffine (SLEE)

- Microtome (LEICA)

- Broyeur éectrique (HEIDOLPH)

et (KIKA)

- Tamiseur de marque (RETSCH)

Appareillages Produits chimiques
- Agitateur (VELP) -CMC
- Balance (RADWAG) - Formol (10%)
- Sonde de gavage - Silymarine

- Paracétamol (Efferalgon 500g)

- Réactif de Brad ford ; BSA

- SDS; acide acétique ; NaOH ; TBA
- Eau physiologique ; Eau digtillé

- 1-butanal ; pyridine ; KCl ; EDTA
- Kits de dosage des transaminases
(SPINREACT)

- Eosine

- Hématoxyline de HARRIS

- Xyléne

- Paraffine

- Ethanol

- Eukitt

- Chloroforme

1.2- METHODES

I1.2.1- Préparation del’ extrait

<+ Récolte

Les bourgeons du peuplier noir ont été récoltés en mois de Mars dans laforét d’ Azru

n' Bechar, a Amizour - B§aia-.
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% Séchage

Ces bourgeons ont été séchés al’ éuve (37°C) afin d’ éliminer toute trace d’ humidité.

% Broyage
A I’aide d'un broyeur électrique de marque KIKA, les bourgeons de P. nigra ont é&é

broyés afin d’ obtenir une poudre fine.

% Tamisage
La poudre obtenue a été tamisée a |I’aide d’ un tamiseur de marque RETSCH pour
récupérer une poudre tres fine d’un diametre de 63um. La poudre a été préservée dans des

flacons, en verre, fermés et stockés al’ abri delalumiére et de |’ humidité.

% Extraction
La méhode d extraction est une méthode d extraction solide/liquide en utilisant
I’ éthanol comme solvant d’ extraction :

1. 600 g de poudre de bourgeons de P. nigra ont été maceérés dans de I’ é&hanol a 96 %
avec un rapport de 1:6 (P/V).

2. Le mélange a été laissé sous agitation durant 24h, puis transféré dans une éprouvette
pour décantation pendant 24h.

3. Le surnageant récupéré a été centrifugé a 3000 g/10 minutes puis transféré dans un
cristallisoir et laissé séché al’éuve et al’abri de la lumiére jusqu'a évaporation totale
du solvant.

4. L’extrait sec a éé conservé a-20°C jusqu’ a utilisation.

I1.2.2- Evaluation de I'effet hépatoprotecteur contre I’intoxication par

le paracétamol
11.2.2.1- Principe

Pour mettre en évidence I'activité hépatoprotective de I'extrait éthanolique de
bourgeons de P. nigra, un modele expérimental d hépatotoxicité induite par le paracétamol

a été sélectionné.
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I1.2.2.2- Protocole expérimental

La technique utilisée a é&é inspirée de la méthode décrite par Kanbur et a. (2009) et
Forouzandeh et al. (2013).

Un effectif de 70 souris a éé utilisé pour ce protocole. Ces souris ont été réparties en 7

groupes de 10 chacun.

Les extraits brut de P. nigra (100 et 300 mg/Kg) ains que le véhicule carboxyméthyl
cellulose (CMC a 0,8 %) et le standard (silymarine a 100 mg/Kg) ont été administrés aux
souris par voie intra-gastrique (1G), a I’aide d’'une sonde gastro-cesophagienne alors que la
voie intra-péritonéale (IP), a éé adoptée pour le paracétamol (400 mg/Kg).

La nourriture a é&é enlevée aux souris une heure avant chaque gavage et leur a été remise une
heure aprés. Le tableau suivant montre la répartition des groupes et les différents

traitements, (Tableau I1).

Tableau I1: Larépartition des groupes et les différents traitements

Groupes G P

Véhicule CMC Eau physiologique
Contréle 100 mg/Kg Extrait 100 mg/Kg Eau physiologique
Contrdle 300 mg/Kg Extrait 300 mg/Kg Eau physiologique
PCM CMC PCM 400 mg/Kg

Test 100 mg/Kg Extrait 100 mg/Kg PCM 400 mg/Kg
Test 300 mg/Kg Extrait 300 mg/Kg PCM 400 mg/Kg
Standard Silymarine 100 mg/Kg PCM 400 mg/Kg

IG: intragastrique, IP: intra-péritonéale, CM C: carboxymeéthyl cellulose, PCM: paracétamol.

L’ effet préventif de |’ extrait contre une hépatotoxicité induite par le paracétamol a été
évalué aprés administration de I’extrait brut de P. nigra pendant 5 jours. Au 5™ jour, le
paracétamol a été injecté 1h aprés administration de la derniére dose de I’ extrait. 24 h apres,
les souris ont été sacrifiées par décapitation sous |égere anesthésie ala vapeur de chloroforme,
cela apres un jedine nocturne.

Le sang a été récolté a partir de lajugulaire pour le dosage des parametres hépatiques dont les

transaminases. Le foie a é&é récupéré aprés dissection, homogénéisé et utilisé pour la
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réaisation du test de la peroxydation lipidique. Quelques échantillons de foie ont été

conserveés dans du formol a10 % pour I’ éude histologique.

11.2.2.3 - Dosage sanguin des transaminases

Le dosage de |’ aspartate aminotransférase (ASAT) et de I’alanine aminotransférase
(ALAT) a été réaisé au niveau des établissements publics de santé de proximité (EPSP) de
Sidi Ahmed et Ihaddaden - Béaia, par la méthode du dosage enzymatique couplé selon la
fiche technique du Kit SPINREACT (Espagne). La concentration de ces enzymes est
exprimée en unité internationale par litre de substrat (UI/L). 1Ul correspond a la quantité

d’enzymes qui transforment 1umol de substrat/min.

« Principe
- Agpartate aminotransférase (ASAT)

L’ aspartate aminotransférase (ASAT) appelée auss le glutamate oxaloacétate
transaminase (GOT) catayse le transfert d'un groupe aminé a partir de l'aspartate a
I’a-cétoglutarate formant le glutamate et 1'oxaloacétate. Ce dernier est réduit en malate par la
mal ate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H™ (Nicotinamide adénine dinucléotide) selon les
réactions suivantes:

ASAT

L-Aspartate + a-cétoglutarate —»  L-Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaoacétate + NADHH® —  Maate+ NAD"

Le taux de diminution de la concentration en NADHH® mesuré par
spectrophotométrie a 340 nm, est proportionnel al’ activité catalytique de ASAT (Davilaet al.,
1989).

- Alanineamino transférase (ALAT)

L’aanine aminotransférase (ALAT) appelée auss le glutamate-pyruvate
transaminase (GPT) catalyse le transfert d'un groupe aminé a partir de l'alanine a I’a-
cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par la lactate
déshydrogénase (LDH) et le NADH,H" selon les réactions suivantes:
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ALAT
L-Alanine + a-cétoglutarate ——— L-Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH,H" ﬂ» L-Lactate + NAD"

Le taux de la diminution de la concentration en NADH,H® mesuré par
spectrophotométrie a 340 nm, est proportionnel al’ activité catalytique de ALAT (Davila et al.,
1989).

« Modeopératoire

La récolte du sang a été faite dans des tubes héparinés. Ces derniers ont été soumis a
une centrifugation a 4000 g/5 min. Le sérum a été ensuite récupéré et utilisé pour le dosage
des transaminases (ASAT et ALAT) gréce a des kits enzymatiques SPINREACT en utilisant
1000 pl du réactif pour 100 pl du sérum et cela pour chague test et pour chaque échantillon.
Apres agitation, |’ absorbance a 340 nm a été mesurée en utilisant un spectrophotometre de

margue Pictus B Diatron.

11.2.2.4- Préparation des homogénats du foie

Apres le sacrifice et la dissection, le foie des souris a été récupéré dans de |’eau
physiologique puis pesé grace a une balance. 1 g du foie a été broye dans 10 ml du tampon
KCI-EDTA (0,15 M apH 7,4) ou KCI (1,15 % pH 7,4) al’aide d’un mortier en porcelaine
puis homogénéisé dans un homogénéisateur de marque HEIDOLPH. L’homogénat obtenu a
été soumis a une centrifugation de 10000 g /20 min a4°C (Olaleye et al., 2014). Le surnageant
a été ensuite récupéré et mis dans des eppendorf qui ont été conserves a -80 °C jusgu’ a usage

ultérieur.

I1-2.2.5- Dosage des protéines dansles homogénats du foie

La quantité des protéines dans |I’homogeénat a été mesurée par spectrophotométrie
selon la méthode de Bradford (1976) en utilisant une protéine standard BSA (Bovine Serum
Albumine).
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% Principe

Laméthode de Bradford est une méthode d'analyse spectroscopique utilisee pour
mesurer la concentration des protéines en solution avec une précision de I'ordre du
microgramme. Elle utilise le réactif du bleu de Coomassie dont |a couleur verdétre est
convertie en bleu (Figure 27) caractéristique du complexe formé entre ce réactif et les acides
aminés basiques (Arginine, histidine, lysine) et aromatiques présents dans I’ échantillon. A
I état libre, ce colorant absorbe a 465 nm alors qu’ apres complexation, son absorbance est de
595 nm. Le changement d'absorbance est proportionnd a la quantité de colorant lié, indiquant

donc la concentration en protéines dans I'échantillon.

+ Modeopératoire

A 5 ml du réactif de Bradford, il a été rajouté 90 ul d’eau distilée et 10 pl
d’homogénat. Aprés agitation suivie d’ une incubation pendant 10 minutes, |’ absorbance a é&é
mesurée a 595 nm. Les absorbances obtenues ont été converties en concentration grace a une

courbe d’ éalonnage obtenue en utilisant laBSA comme proténe de référence (Annexe 1).

|1-2.2.6- Dosage hépatique du malondialdéhyde

% Principe
Le maondialdéhyde (MDA) est I'un des produits terminaux de la peroxydation
lipidique formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés par les radicaux libres.
La détermination de la concentration de MDA est réalisée par la réaction de celui-ci avec
deux molécules de I’ acide thio-barbiturique (TBA) en milieu acide et a une haute température.
Cette réaction forme un complexe de couleur rose extractible par les solvants organiques,
comme le n-butanol, et qui absorbe 4532 nm (Figure 18) (Lefévreet al., 1998).
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Fig. 18: Le complexe MDA-TBA (Lefévreet al., 1998).

% Mode opératoire

Afin d'évaluer le taux hépatique du MDA, le protocole de Ohkawa et al. (1979) a été
suivi avec quelques modifications :
A 200 pl d" homogénats de foie, les solutions suivantes ont été additionnées: 200 pl de SDS
(8,1 %), 600 ul d'eau distillée et 1,5 ml de TBA a1 % dissout dans de I’ acide acétique a 20 %
dont le pH est gjusté a 3,5. Apres agitation, le mélange a é&é mis dans un bain mari a 95°C
pendant 60 minutes, ensuite refroidi puis additionné de 1ml d'eau distillée et 3,5 ml du
mélange 1-butanol-pyridine. Apres agitation, les tubes ont été centrifugés a 4000 g/10 min.
Ensuite, la couche organique contenant le MDA a été prélevée et son absorbance a été
mesurée a 532 nm par un spectrophotomeétre de marque SHIMADZU contre un blanc préparé

dans les mémes conditions sans I'homogénat.
La quantité du MDA dans I’ échantillon a éé exprimée en nmol MDA/mg de proténes en

utilisant le coefficient d’ extinction molaire du complexe MDA-TBA: 1,56.10° L.mol*.cm™.

11.2.2.7- Etude histopathologique du foie
Les coupes histologiques des foies ont été réalisees a |'hdpita Frantz Fanon
-Bgaia, Service d Anatomie et de Cytologie Pathologique. Cette étude permet de valider
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I’ éventuelle hépatoprotection de I’ extrait de P. nigra a travers la visualisation microscopique

desfoies des différents groupes et détecter, pour chacun, la présence ou I’ absence de |ésions.

% Mode opératoire

Des segments de foie ont été fixés dans du formol (10 %) puis déposés dans des
cassettes en plastique. Celles-ci ont été placées dans un automate d’inclusion ou les segments
ont été déshydratées dans 7 bains successifs d’ éthanol a 90 % suivis de 3 bains de xylene et 2
bains de paraffine (1h30 chacun). Puis, vient |'éape d'enrobage dans la paraffine ou
I"inclusion de nos échantillons est réalisée dans des moules permettant la confection de blocs.
Ces derniers ont été montés ensuite sur le microtome pour subir un dégrossissement générant
des coupes de 4 um d’épaisseur. Les coupes ont €té ensuite déparaffinées par chauffage a

I’ éuve pendant 2 heures, a 80°C.

Pour mettre en évidence les cdlules, la coloration hématoxyline-éosine (HE) a éé
réalisée: les coupes ont été d' abord déparaffinées dans 3 bains de xyléne (15 min) puis
réhydratées par submersion dans 3 bains d'acool (6 min). Apres rincage avec de |'eau
courante, les coupes rénydratées ont été placées dans un bain d’ hématoxyline (2 min) pour
colorer les noyaux, |I'exces de colorant a éé enlevé par rincage avec |'eau courante. Ces
coupes ont été mises ensuite dans un bain d’'éosine (30 sec) pour colorer le cytoplasme,
I’ excés de colorant a été enlevé par ringage avec de |’ eau suivie de 3 bains d’ alcool (3 min) et
3 bains de xylene (15 min). Enfin, vient |’étape du montage, les lames colorées ont été
couvertes de lamelles (qui s'y fixent par |’eukitt) et prétes a |’ observation microscopique
(objectif x 10).

11.2.3- Analyse des résultats
Les résultats des tests ont été exprimés en moyenne + SEM. L’anayse statistique a
été réalisée en utilisant le logiciel Graph Pad Prism 5.0, one way ANOVA, suivi du test de
Dunnett pour la comparaison. Les différences ont été considérées comme significatives a
p <0,05.
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CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

[11.1- RESULTATS

L’ effet hépatoprotecteur de I’ extrait éthanolique de bourgeons de P. nigra a été
évaué en utilisant la souris comme modéle animal. L’hépatotoxicité a été induite par
I'injection intra-péritonéale d' une dose de 400 mg/kg du paracétamol. Plusieurs tests ont éé
réalisés pour déterminer I'effet préventif de I'extrait, et cela, a travers le dosage des

transaminases, la mesure des taux hépatiques de MDA et une étude histopathologique du foie.

[11.1.1- Evaluation destaux sériques destransaminases (ALAT et ASAT)

I11.1.1.1- Effet del’extrait sur lestaux destransaminases chez des souris normales

Les souris des groupes controles, traitées par |’ extrait 100 mg/kg et 300 mg/kg, n’ont
revélé aucune différence significative dans les taux de ALAT (50,16 = 85 UI/L;
55,5+ 10,51 UI/L) et de ASAT (164,5 + 12,56 UI/L; 225,66 + 17,39 UI/L) respectivement,
comparativement au groupe ayant recu que le véhicule dont les taux de ALAT et de ASAT
sont (56,33 £ 6,63 UI/L) et (225 + 11,11 UI/L) respectivement (Tableau I11).

Tableau I11: L’ effet de I’ extrait sur les taux sériques des transaminases chez des souris normales.

v PN 100 PN 300
ALAT
56,33 + 6,63 50,16 + 8,5 55,5 + 10,51
(UIIL)
ASAT
i) 225+11,11  1645+1256 22566+ 17,39

V: Véhicule (CMC 0,8 %), PN 100: P. nigra 100 mg/kg, PN 300: P. nigra 300 mg/kg. Toutes les valeurs sont
représentées par la moyenne = SEM, (N = 6), one-way ANOVA, suivie du test de Dunnett, a été utilisée pour
I’ analyse statistique *P < 0,05; *P < 0,01; P < 0,001 comparé au groupe control (V).
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11.1.1.2- Effet de I'extrait sur les taux des transaminases chez des souris traitées par

le paracétamal

Il a été observé une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) des taux
sériques de ALAT (144,56 + 19,96 UI/L) et de ASAT (425,98 + 57,40 UI/L) au niveau du
groupe traité par le paracétamol (400 mg/kg) en comparaison au groupe véhicule ayant recu
I’eau physiologique dont ALAT et ASAT sont (56,33 + 6,63 UI/L) et (225 £ 11,11 UI/L)
respectivement. La silymarine (100 mg/Kg), utilisée comme standard, a rétabli les niveaux de
ALAT (53,83 = 3,12 UI/L) e ASAT (232 + 20,76 UI/L) a des taux physiologiques

comparables a ceux enregistrés au niveau du groupe véhicule (Tableau V).

L’administration de I’extrait de bourgeons de P. nigra a 100 mg/kg suivie d'une dose de
400 mg/kg de PCM a montré une diminution tres hautement significative (P < 0,001) dans
les taux de ALAT (56,66 + 8,99 UI/L) et de ASAT (211,5 £ 8,97 UI/L), comparativement au
groupe PCM. Le prétraitement des souris avec I'extrait a 300 mg/kg, suivi d'une dose de
400 mg/kg de PCM, a réduit d’ une maniére hautement significative (P < 0,01) les taux de
ALAT (83,83 + 10,36 UI/L) et ASAT (285 * 25,35 UI/L) en comparaison au groupe PCM.
Les résultats obtenus avec les deux doses (100 mg/kg et 300 mg/kg) sont comparables a ceux

obtenus avec lasilymarine (Tableau V).

Tableau | V: L’ effet de I’extrait sur les taux sériques des transaminases chez des souris intoxiquées

par le paracétamol (400 mg/kg).

v PCM SILY Test 100 Test 300
ALAT » -
(UIIL) 56,33+ 6,63 144,56+ 19,96"* 5383+ 3,12 56,66 + 8,99 83,83+ 10,36
A%T #### Kk k. *kk * %
o 205+ 11,11 42598+ 57,40" 232+ 20,76 2115+ 8,97 285+ 25.35

V: Véhicule (CMC 0,8 %), PCM: Paracétamol 400 mg/kg, SILY: Silymarine 100 mg/kg, Test 100: P. nigra
100 mg/kg + paracétamol 400 mg/kg, Test 300: P. nigra 300 mg/kg + paracétamol 400 mg/kg.
Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne £ SEM, (N = 6), oneeway ANOVA, suivie du test de
Dunnett, a été utilisée pour |’ analyse statistique “P < 0,05; *P < 0,01; P < 0,001 comparé au groupe véhicule
(V) et "P<0,05 "P<0,01" "P<0,001 comparé au groupe intoxiqué par le paracétamol (PCM).
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I11.1.2- Evaluation destaux hépatiques de MDA

111.1.2.1- Effet del’extrait sur lestaux hépatiques de MDA chez des souris normales

Les taux hépatiques de MDA chez les souris normales traitées par I'extrait a
100 mg/kg et 300 mg/kg sont (3,94 + 0,13 et 3,65 + 0,61 nmol MDA/mg protéines)
respectivement. Ces niveaux n’ont montré aucune différence significative, comparativement

au groupe véhicule (3,57 £ 0,49 nmol MDA/mg protéines) (Figure 19).

n 9" i
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o |
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o 1095055055
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E j 0000004
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Fig. 19: L’ effet de |’ extrait sur les taux hépatiques de MDA chez des souris normales.

V: Véhicule (CMC 0,8 %), PN 100: P. nigra 100 mg/kg, PN 300: P. nigra 300 mg/kg. Toutes les valeurs sont
représentées par la moyenne = SEM, (N = 7), one-way ANOVA, suivie du test de Dunnett, a été utilisée pour
I’ analyse statistique “P < 0,05; *P < 0,01; *P < 0,001 comparé au groupe véhicule (V).

11.1.2.2- Effet del’extrait sur lestaux hépatiques de MDA chez des souris traitées par le

paracétamol

Une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) des niveaux de MDA
hépatique a éé observée chez les souris traitées par le PCM a 400 mgkg
(7,47 £ 0,93 nmol MDA/mg protéines) comparativement au groupe ayant regu le véhicule
(3,57 £ 0,49 nmol MDA/mg protéines) (Figure 20).

Le prétraitement des souris avec I’ extrait 100 mg/kg et 300 mg/kg suivi d’une seule dose de
PCM a 400 mg/kg a réduit de maniere tres hautement significative (P < 0,001) les taux de

34



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

MDA hépatique (3,27 + 0,23 et 1,63 £ 0,22 nmol MDA/mg protéines) respectivement
(Figure 20), avec des pourcentages d'inhibition de (50,91 + 8,16 % et 76,29 + 3,98 %)
(Figure 21).

Les taux de MDA enregistrés au niveau des groupes traités par |'extrait a 100 mg/kg
et 300 mg/kg sont comparables a ceux trouves chez les souris prétraitées par la silymarine
(2,213 = 0,12 nmol MDA/mg protéines) (Figure 20) ayant exhibé un pourcentage d’inhibition
de (67,95 + 4,93 %) (Figure 21).
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Fig. 20: L’'effet de I'extrait sur les taux hépatiques de MDA chez des souris intoxiquées par le
paracétamol (400 mg/kg).

V: Véhicule (CMC 0,8 %), PCM: Paracétamol 400mg/kg, SILY: Silymarine 100 mg/kg, Test 100: P. nigra
100 mg/ kg + paracétamol 400 mg/kg, Test 300: P. nigra 300 mg/kg + paracétamol 400 mg/kg. Toutes les
valeurs sont représentées par la moyenne £ SEM, (N = 7), one-way ANOVA, suivie du test de Dunnett, a été
utilisée pour I'analyse statistique P < 0,05; *P < 0,01; P < 0,001 comparé au groupe véhicule (V)
et 'P<0,05 "P<0,01;  P<0,001 comparé au groupe intoxiqué par le paracétamol (PCM).
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Fig. 21: Les pourcentages d’'inhibition de I’ extrait sur les taux hépatiques de MDA chez des souris

intoxiquées par le paracétamol (400 mg/kg).

SILY: Silymarine 100 mg/kg, Test 100: P. nigra 100 mg/ kg + paracétamol 400 mg/kg, Test 300: P. nigra
300 mg/kg + paracétamol 400 mg/kg. Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne £ SEM, (N = 7), one-
way ANOVA, suivie du test de Dunnett, a été utilisée pour I'analyse statistique P <005 P < 001
P < 0,001 comparé au groupe intoxiqué par le paracétamol (PCM).

11.1.3- L’ éude histopathologique du foie:

Les examens histopathologiques des sections de foie des souris sont représentés dans
lafigure 22 et 23. Il a été observé une structure hépatique normale chez le groupe véhicule,
représentée par des sinusoides d'aspect normale, une veine centro-lobulaire congestive
d’'aspect normal et des hépatocytes hien délimités arrangés sous forme de lames
hépatocytaires anastomosées (Figure 22. A1-2). Aucune lésion hépatique n’a été observée

(absence de nécrose, de stéatose et d’infiltration de neutrophile) chez ce groupe.

L es tissus hépatiques des groupes controles traités par |’ extrait a 100 mg/kg et 300 mg/kg ont
montré une architecture semblable a celle du groupe véhicule (Figure 22. C1-2 ; D1-2), ce qui

montre lanon toxicité de |’ extrait.

Les souris traitées avec du paracétamol (400 mg/kg) ont exhibé une atération de la structure
hépatique. Plusieurs types de lésions ont été décelées, parmi elles, la dilatation
et la congestion de la veine centro-lobulaire, des infiltrations des neutrophiles, des stéatoses et
des foyers de nécrose (Figure 22. B1-2). La structure hépatique normale a été restaurée chez
les souris prétraitées avec la silymarine (100 mg/kg) (Figure 23. B1-2), extraits 100 mg /kg,
(Figure 23. C1-2) et 300 mg/kg (Figure 23. D1-2). Aucune nécrose, stéatose ou infiltration de

neutrophile n’ a éé trouvée.
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Fig. 22: Observation microscopique des coupes de foie chez des souris ayant recu le véhicule et
I”extrait brut 4100 et 300 mg/kg (coloration HE avec G: 10x10).

A1-2: Véhicule (CMC a 0,8 %), B1-2: Groupe PCM (400 mg/kg), C1-2: Contr6le 100 (P. nigra 100 mg/kg),
D1-2: Contréle 300 (P. nigra 300 mg/kg). H: Hépatocyte, S. Sinusoide, VC: Veine centrale, VCC: Veine
centrale congestive, VCDC: Veine centrale dilatée et congestive, ST: Stéatose, IN: Infiltration des neutrophiles,
N: Nécrose.
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Fig. 23: Observation microscopique des coupes de foie chez des souris ayant recu le véhicule, la
silymarine, I'extrait 100 mg/kg et I'extrait 300 mg/kg suivis d'une dose de PCM (400 mg/kg)
(coloration HE avec G: 10x10).

A1-2: Groupe PCM (400 mg/kg), B1-2: Standard (Silymarine & 100 mg/kg + PCM 400 mg/kg), C1-2: Test 100
(P. nigra 100 mg/kg + PCM 400 mg/kg), D1-2: Test 300 (P. nigra 300 mg/kg + PCM 400 mg/kg).

H: Hépatocyte, S: Sinusoide, VC: Veine centrale, VCC: Veine centrale congestive, VCDC: Veine centrale
dilatée et congestive, ST: Stéatose, IN: Infiltration des neutrophiles, N: Nécrose.
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[11.2- DISCUSSION

L’ ére humain est exposé a plusieurs substances toxiques d’ origine endogéne ou de
provenance exogene qui sont généralement détoxifiées par le foie. Le NAPQI, métabolite issu
de I’oxydation du paracétamol par le CYP 450, est |'une des toxines éiminées par le foie
gréce a sa conjugaison a I’ antioxydant GSH (Meister et Anderson, 1983). L’ accumulation de
NAPQI induit I’ éouisement de I” antioxydant (Reid et al., 2005) menant ainsi a |’ hépatotoxicité
par pluseurs meécanismes, parmi eux la peroxydation lipidique (Hinson, 2010).
L’ hépatotoxicité induite par le paracétamol est tres fréguente car il est I'antalgique et
I’ antipyrétique le plus utilise mondialement (Mitchell et al., 2011). Cette hépatotoxicité peut
engendrer différentes pathologies telles que la stéatose (Pachikian et al., 2010) et représente la
premiére cause d'insuffisance hépatique aigué en Europe et en Amérique du Nord (L arocque,
2013).

Au cours des dernieres années, |'utilisation de médicaments a base de plantes pour le
traitement des maladies du foie a augmenté partout dans le monde (Luyckx et Scheen, 1997).
Par conséquent, remplacer les remedes synthétiques ayant des effets secondaires tels que le
NAC qui cause I'urticaire et I’hypotension (Larocque, 2013) par des molécules d origine
naturelle qui ne retiennent que I’ efficacité thérapeutique souhaitée, est devenue la priorité de

plusieurs laboratoires de pharmacologie.

Populus nigra est une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour
prévenir et guérir plusieurs pathologies (Fournier, 2010). Afin de valider cette utilisation,
plusieurs études ont éé conduites sur ses bourgeons. Ces dernier ont montré différentes
activités biologiques telles que I’ activité anti-inflammatoire (Karawya et al., 2010; Debbache
et al., 2013), antioxydant (Dudonné et al., 2011), antibactérienne (Vardar-Unli et al., 2008; Al-
Hussaini et Mahasneh, 2009) ainsi qu'une activité anti-peroxydation lipidique in vitro
(Debbache et al., 2014). Ce qui a permis de suggérer que cette plante pourrait avoir une activité

anti-peroxydation lipidique in vivo protégeant ainsi le foie contre un stress oxydant.

Afin de pouvoir tester |’ effet hépatoprotecteur de bourgeons de P. nigra, I’ extraction
des principes actifs contenus dans cette partie est une éape indispensable. 1l a été rapporté
gue cette extraction est influencée par la méthode d’ extraction, la taille des particules, la

période de larécolte et les conditions de stockage (Chavan et al., 2001).
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L’ éhanol est un excellent solvant qui permet I’ extraction des polyphénols et possede
une faible toxicité en comparaison a celle du méthanol (Cowan, 1999). Pour cela, |’ extrait
éthanoligue de bourgeons de P. nigra a été utilisé pour cette étude. Il a été préparé a partir
d’une fine poudre de 63 um dans le but d’ augmenter |a surface d’ échange entre le solvant et

le matériel solide (la poudre).

La période expérimentale a duré 5 jours car en comparaison a la littérature, cette
durée est largement suffisante pour déterminer le potentiel hépatoprotecteur de I’ extrait d’ une
plante (Rasheed et al., 1995; Liu et al., 2011; Forouzandeh et al., 2012). Plusieurs éudes ont
montré que le parcétamol est un modele expérimental prometteur pour évaluer |’ effet
hépatoprotécteur des extraits de plantes car I’ utilisation d’une seul dose était suffisante pour
induire | hépatotoxicité (Kanbur et al., 2009; Liu et al., 2011; Pandey et al., 2012; Soliman et al.,
2014; Naguib et al., 2014), adors que d autres substances telles que I’aluminium nécessite
plusieurs doses et une plus longue durée expérimentale (Ighodaro et al., 2012). Pour induire
cette hépatotoxicité, la voie intra-péritonéale a été adoptée car I’ effet qu’elle induit est plus
rapide que la voie intra gastrique. Mais elle est moins efficace que la voie intraveineuse qui
mal heureusement demeure difficile aréaliser chez les souris.

L’ effet de I’ extrait brut sur des biomarqueurs (ALAT, ASAT et MDA) a été testé car
toute altération des niveaux basaux de ces parameétres est considérée comme signes de
toxicités. Sous des conditions physiologiques ALAT et ASAT permettent |la génération du
pyruvate et de |’ oxal oacétate, respectivement (Naguib et al., 2014) qui sont indispensables pour
le cycle de Krebs (Marieb, 2008), en plus de la génération du glutamate (Naguib et al., 2014)
qui est un acide aminé glucoformateur et le neurotransmetteur excitateur le plus important du
systéme nerveux central (Marieb, 2008). Le MDA quand alui permet I’ activation du collagene
type I, des cellules stellaires et de la voie NFxB (Strain et Diehl, 2012).

Dans la présente étude, |I’administration de 400 mg/kg du PCM par voie intra-
péritonéale aux souris a conduit a une augmentation significative des taux sériques de ALAT
(144,56 £ 19,9 UI/L) en comparaison au groupe véhicule. ALAT est une enzyme spécifique
du foie, retrouvée dans le cytosol des hépatocytes et est fortement libérée dans le sang lors de
la lyse hépatocytaire. ASAT, quant a €elle, est retrouvée dans les mitochondries des
hépatocytes, des reins, du cerveau, du muscle cardiague et squelettique (Naguib et al., 2014).

Elle est libérée excessivement dans la circulation sanguine suite a des dommages structurels
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du foie, ce qui explique I’augmentation significative des niveaux de cette enzyme chez
le groupe ayant recu le PCM (425,98 + 57,40 UI/L) comparativement au groupe véhicule.

Le PCM a également induit une augmentation significative des niveaux hépatiques du
métabolite terminal de la peroxydation lipidique, le MDA (7,47 £ 0,93 nmol MDA/mg
protéines) en comparaison au groupe véhicule. Ces résultats ont été confirmés par I’ éude
histopathol ogique qui a montré que le PCM ainduit des dilatations et congestions de laveine
centro-lobulaire, des stéatoses, des nécroses et des infiltrations des neutrophiles (Figure 22.
B1-2).

Ces observations sont probablement dues a I’accumulation du NAPQI qui conduit a
I’ épuisement du GSH permettant ainsi |a génération des especes réactives de |’ oxygene. Ces
derniéres provoquent la transition de la perméabilité mitochondriale a travers la peroxydation
lipidique (Hinson, 2010) qui générera a son tour le MDA (Michel et al., 2008). Le NAPQI
et le MDA aboutissent a la formation des adduits protéiques NAPQI-cystéine (Reid et al.,
2005) et MDA-lysine (Michel et al., 2008). Les antigenes de ces adduits protéiques se
présentent sur les cellules présentatrices d’ antigenes qui activeront les cellules T cytotoxiques.
Ces dernieres liberent le TNF-a, les perforines et les granzymes qui sont responsables
de la nécrose des hépatocytes. Cette nécrose est suivie par lalibération des DAMPs (Danger-
associated molecular patterns) qui vont activer les cellules de Kupffer. L’activation de ces
cellules permet la sécrétion des médiateurs inflammatoires, des cytokines et des chimiokines
favorisant |'apoptose des hépatocytes et activant le systéme immunitaire inné. Ceci conduit au
recrutement et I'accumulation des monocytes et neutrophiles au site de I'inflammation et des
nécroses hépatocytaires (Krenkel et al., 2014) induisant ainsi une large congestion et dilatation
de laveine centro-lobulaire.

Les stéatoses observées (Figure 22. B1-2) sont le résultat du stress oxydant qui touche le
reticulum endoplasmique. Ceci active le facteur de transcription SREPB-cl (Sterol
Regulatory Element binding protein -cl) qui stimule la synthése excessive des lipides
favorisant ainsi leur accumulation dans des vacuol es (Pachikian et al., 2010).

Les résultats obtenus sont comparables a ceux de plusieurs travaux (Kanbur et al., 2009; Liu et
al., 2011; Pandey et al., 2012; Naguib et al., 2014 ). L’ étude de Pandey et ses collaborateurs
(2012) a montré que I’administration d’ une dose de 250 mg/kg par voie orae était suffisante
pour induire I'hépatotoxicité, avec des taux hépatiques du MDA de
(4,243 £ 0,478 nmol MDA/mg protéines) accompagnés par des lésions hépatiques
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centro-lobulaires. Comme il a éé montré par Liu et ses collaborateurs (2011) que I’ utilisation
d’une dose de 400 mg/kg par la voie intraveineuse ainduit une hépatotoxicité plus sévére qui
se manifeste par |’augmentation des taux du MDA (8,29 £ 1,20 nmol MDA/mg protéines).
Pour cela, le degré d hépatotoxicité dépend de la dose du PCM et de la voie de son
administration.

La silymarine et un mélange de flavonoides (taxifoline, silybine, isosilybine,

silydianine, silychristine et isosilychristine), extraits de graines de Slybum marianum (Das
et al.,, 2011). Il a éé éabli que la silymarine est tres efficace en tant gu'agent
hépatoprotecteur. Elle est maintenant largement utilisée en thérapie lors des affections
hépatiques et commercialisée sous e nom de Legalon® (L uyckx et Scheen, 1997). De ce fait,
elle est considérée comme molécule de référence dans les évaluations hépatoprotectrices des
extraits de plantes (Pandey et al., 2012; Ali et al., 2013; Olaleye et al., 2014).
Son utilisation a 100 mg/kg a permis de rétablir de maniére significative les taux de MDA
(2,13 £ 0,12 nmol MDA/mg protéines), ALAT (53,83 + 3,12 UI/L) et ASAT (232 + 20,76
UI/L) comparativement au groupe traité par le PCM. Ceci est soutenu par la présence d’ une
structure hépatique d’ aspect normale. Ces résultats coincident avec ceux d’ autres travaux (Ali
et al., 2013; Pandey et al., 2012). L’ effet protecteur de ce standard est di aux flavonoides qui
agissent comme un scavenger de radicaux libres, protégeant ainsi la cellule de la peroxydation
lipidique (Fakurazi et al., 2008). De plus, ils restaurent les niveaux du GSH et du systéme
antioxydant, inhibent le facteur NFxB (Das et al., 2011) et la CY P450 (Jan¢ova et al., 2007).

Avant de tester |’ effet de |’ extrait éthanolique de bourgeons de P. nigra sur des souris
intoxiqueées par le PCM, la vérification de satoxicité était nécessaire. Le traitement des souris
avec I’extrait 100 mg/kg et 300 mg/kg a montré une stabilité dans leur poids corporel durant
la période expé&imentale (Annexe 2) avec absences de comportements anormaux et de
mortalité. D’autre part, aucune différence significative n'a éé observée dans les taux de
MDA, ALAT e ASAT en comparaison au groupe veéhicule. Les résultats de |’ étude
biochimique sont consolidés par ceux de I’ éude histologique qui révélent la présence de
structures hépatiques d aspect normal. Ces résultats permettent donc de valider que I’ extrait
de bourgeons de P. nigra n’ est pas toxique en considérant son effet sur les paramétres dosés et
la structure du tissu hépatique. La non toxicité de cette plante est confirmée par |I’agence
ameéricaine des produits alimentaires et médicamenteux (AAPAM), |'autorité européenne de

sécurité des aliments (AESA) et la comité scientifique de I'aiment (CSA) qui ont autorisé
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son utilisation comme additif alimentaire (EFSA Journal, 2012). Par conséquent, le potentiel
hépatoprotecteur de |’ extrait pourrait étre testé.

Le prétraitement des souris avec I'extrait éthanolique des bourgeons de P. nigra
(100 mg/kg et 300 mg/kg) suivi d’une dose de PCM (400 mg/kg) a permis une réduction
significative des taux de ASAT, ALAT et MDA en comparaison au groupe PCM. L’ analyse
statistique n’a révél é aucune différence significative entre les groupes tests 100 et 300 mg/kg,

suggérant ainsi que |’ extrait est actif afaible dose.

L’ étude histologique a exhibé que les |ésions séveres provoquées par le paracétamol ont été
remargquablement réduites par |I’administration de I’extrait, vu |’absence de nécrose et de
stéatose. De plus, il S est avéré que le profil pharmacologique de ces extraits est comparable a
celui de la silymarine, (réduction des taux des transaminases et du MDA), suggérant ainsi

gu’ils peuvent agir par les mémes mécanismes.

En se basant sur la littérature (Kanbur et al., 2009; Liu et al., 2011), I'extrait de
bourgeons de P. nigra peut étre considérer comme une source de phytochimiques capables de
contrer |” hépatotoxicité induite par le paracétamol.

Les résultats obtenus permettent de suggérer que le potentiel hépatoproteceur de
I’extrait, réduisant ainsi les taux hépatiques du MDA, peut étre di a son activité anti-
peroxydation lipidique in vivo. En outre, I’absence des infiltrations des neutrophiles, des
nécroses et/ou de I'apoptose qui sont confirmées par la réduction de la libération des
transaminases peut étre di a |’ activité anti-inflammatoire et anti-apoptotique de cet extrait.
Par conséquent, ces activités sont en partie responsables de I’ activité hépatoprotectrice de
I’extrait de P. nigra.

Par ailleurs, I’ effet hépatoprotecteur de cette plante peut étre di a sa richesse en
phyto-constituants qui ont été déja identifiés par des éudes antérieures telles que les
flavonoides, I’ acide caféique (Greenaway et al., 1988; 1990), le salicylate (Rubiolo et al., 2013;
Dudonné et al., 2011) et la quercétine (Palo, 1983). D’autres travaux ont éucidé les
meécanismes de ces principes actifs comme origine de la protection contre I’intoxication
induite par le PCM (Leeet al., 2010; Liu et al., 2011; Zhang et al., 2013). Ceci permet donc de
suggérer gue I’ extrait éthanolique de bourgeons de P. nigra pourrait agir par |’ une des voies

ou la combinaison de plusieurs voies citées ci-dessous:
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L’ effet anti-inflammatoire de P. nigra, révélé par cette étude, a é&é déa déterminé
par Karawya et a. (2010) et Debbache et a. (2013). Ceci est probablement di a I’inhibition
de la voie NFkB. Cette suggestion est soutenue par d’autres travaux, ayant démontré
gue le salicylate (Wu, 2005), I’acide caféique (Lee et al., 2010) et les flavonoides (Liu et al.,
2011; Zhang et al., 2013) inhibent I’expression des molécules pro-inflammatoires, NOSi
et COX.

L’ éude de Dudonné et al. (2011) a montré que |I’extrait de bourgeons de P. nigra
présente une activité antioxydant en augmentant |’ expression des genes des molécules anti-
oxydantes. Cette activation est probablement due a la présence de I'acide caféique. Par
ailleurs, lestravaux de Lee et al. (2010) ont montré que |’ acide caféique active le facteur Nrf 2
et induit la synthése des molécules anti-oxydantes et des enzymes de détoxification

delaphasell.

Aussi, |’acide salicylique, un piégeur des radicaux hydroxyles (Rohnert et al., 1998),
peut étre responsable de I'activité antioxydant. Un autre mécanisme d hépatoprotection
plausible est I'inhibition de la CYP450 par les flavonoides présents dans |’ extrait
de bourgeons de P. nigra, ce qui empéche la transformation du paracétamol en son métabolite
hautement réactif, le NAPQI (Zhang et al., 2013).

L’augmentation de la vitesse d'expression de I'enzyme limitante dans la synthese
de GSH (c-glutamyl-cystéine synthétase) par la quercétine conduit a des concentrations
intracellulaires élevées du glutathion (Myhrstad et al., 2002). Ceci permet de suggérer que
la quercétine empéche I'épuisement du glutathion par le NAPQI e ans prévient
I” hépatotoxicité.

Les mécanismes suggerés doivent étre vérifiés pour |’extrait testé. Aing, il serait
intéressant de trouver d'autres mécanismes qui pourraient ére a l'origine de | effet
hépatoprotecteur de la plante sélectionnée. Comme toute recherche, la rencontre
d’ inconvénients est inévitable. Cependant, |'apport d amélioration est souhaitable car

la méthode colorimétrique appliquée pour le dosage de MDA est une méthode non spécifique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le foie Savéere comme éant I'un des organes indispensables pour le bon
fonctionnement de I’organisme car il assure plusieurs fonctions dont le métabolisme, le
stockage et I’ éouration. Le paracétamol, un antal gique antipyrétique, est métaboliseé au niveau

du foie générant un métabolite hautement actif et toxique.

Cetravail avait pour but d’ évaluer |’ effet hépatoprotecteur de I’ extrait éthanolique de
bourgeons de Populus nigra contre une intoxication par le paracétamol. Il s est avéré que le
prétraitement des souris par des doses de 100 mg/kg et 300 mg/kg, suivi d'une seul dose intra-
péritonéale du paracétamol a 400 mg/kg, a réduit de maniére significative (p < 0,001) les taux
des transaminases et du MDA comparativement au groupe PCM. Ces résultats ont été
consolidés par |’ étude histologique qui a révélé une structure hépatique globalement normale
comparativement a la structure altérée observée chez les souris du groupe traité par le PCM.
Auss, lestaux des transaminases et du MDA mesurés en présence de I’ extrait éthanolique ont
été comparables a ceux obtenus avec |la molécule hépatoprotectrice, la silymarine. En outre,
aucune différence significative n’a été observée entre les deux doses, ce qui indique gque cet
extrait est actif afaible dose.

L' effet hépatoprotecteur de cette plante est probablement lié aux métabolites
secondaires contenus dans ses bourgeons. Ces derniers doués d’ activités antioxydant, anti-

peroxydation lipidique et anti-inflammatoire sont en partie responsables de |’ activité testée.

Comme perspective tres rapprochée, il serait intéressant de tester I'effet curatif de
I’extrait éhanolique de bourgeons de P. nigra. Par ailleurs, les résultats de ce mémoire
peuvent étre uneinitiation a un projet de recherche qui aura comme but de fractionner |’ extrait
de bourgeons de P. nigra. Une purification et une identification des principes actifs
responsables de I’effet hépatoprotecteur s avere importante pour la détermination du

mécanisme d'action dans le but d’ une application pharmacol ogique.
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Figure 01: Courbe d'éaonnage du dosage des protéines par |la méthode de Bradford.
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Figure 02: Représentation graphique de la variation des poids des souris durant la période du
traitement.

V: Véhicule (CMC 0,8%), PN 100: P. nigra 100 mg/kg, PN 300: P. nigra 300 mg/kg, SILY: Silymarine.



Résumé

La métabolisation hépatique du paracétamol a forte dose génére avec une grande concentration du
NAPQI, métabolite hautement toxique responsable de I’ hépatotoxicité. La présente étude porte sur |’ évaluation
de I'effet hépatoprotecteur de I'extrait éthanolique de bourgeons de Populus nigra (Salicacées) contre une
intoxication induite par le paracétamol chez des souris albinos. L’extrait éthanolique a été administré par voie
intra-gastrique a des doses de 100 et 300 mg/kg durant 5 jours et la toxicité a été induite par injection intra-
péritonéale du paracétamol a 400mg/kg une heure apres la derniére dose de |’ extrait. La silymarine (100 mg/kg)
a été utilisée comme une molécule de référence. 1l a été montré que le paracétamol augmente significativement
lesvaleurs sériques d’ ASAT (425,98 + 57,40 UI/L) et ALAT (144,56 + 19,9 UI/L) ains que le taux hépatique du
MDA (7.47 = 0.93 nmol MDA/mg protéines), comparativement au groupe véhicule. Ces résultats ont été
confirmés par les Iésions hépatiques observées dans les coupes histologiques. Le prétraitement par les doses
100 et 300 mg/kg d’extrait a réduit d’une maniéere significative les taux d' ASAT, ALAT et de MDA. De plus,
I’ architecture hépatique normale a été restaurée. Ces résultats suggerent que I’ extrait éthanolique de bourgeons
de P. nigra possede un effet hépatoprotecteur a faible dose contre I’ hépatotoxicité induite par le paracétamol.
Par conséquent, I'identification des composés responsables de I’ activité testée ains que leur mode d'action
seraient a envisager dans le but d’ une application pharmaceutique.

M ots clés: Paracétamol, malondia déhyde, peroxydation lipidique, hépatotoxicité, Populus nigra, nécrose.

Abstract

Hepatic metabolism of high doses of acetaminophen produces a great concentration of NAPQI, highly
toxic metabolite responsible of hepatotoxicity. This study focuses on the evaluation of the hepatoprotective
effect of Populus nigra buds ethanol extract (Salicaceae) against toxicity induced by acetaminophen in albino
mice. The ethanolic extract was administered intragastrically in doses 100 and 300 mg/kg for 5 days and the
toxicity was induced by intraperitoneal injection of paracetamol 400 mg/kg one hour after the last dose of the
extract. Silymarin (100 mg/kg) was used as a reference molecule. It has been shown that paracetamol
significantly increases the serum values of ASAT (425.98 + 57.40 |U/L) and ALAT (144.56 + 19.96 1U/L) and
the hepatic MDA level (7.47 + 0.93 nmol MDA/mg protein) compared to that of the vehicle group. These
findings were confirmed by liver lesions observed in histological sections. Pretreatment with doses 100 and 300
mg/kg of extract reduces significantly ASAT, ALAT and MDA levels. Moreover, normal hepatic architecture
was restored. These results suggest that the ethanol extract of P. nigra buds has an hepatoprotective effect at low
dose, against hepatotoxicity induced by paracetamol. Therefore, identification of compounds responsible for the
activity tested and their mode of action would be to consider for a pharmaceutical application.

Keywords: Paracetamol, malondialdehyde, lipid peroxidation, hepatotoxicity, Populus nigra, necrosis.
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