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INTRODUCTION

Le foie joue un réle essentiel dans le métabolisme et |a détoxification des toxiques
endogenes et exogenes (médicaments) dans le corps. Ces réactions métaboliques peuvent
potentiellement conduire a des atteintes hépatiques. Ces derniéres présentent un probléme de
santé mondiale extrémement grave (Nagata et al, 2007).

Parmi les agents toxiques pour le foie il existe le paracétamol (acétaminophene), qui
est I'un des médicaments les plus utilisé dans le monde par automédication ou par
prescription médicale en raison de ses propriétés antalgiques et antipyrétiques (Maity et al.,
2007 ; Guma, 2012). Cependant, lorsqu'il est administré a des surdoses, il est la principale
cause des |ésions hépatiques accompagnées par un stress oxydant. Les antioxydants peuvent
réduire ce stress oxydatif par I'inhibition de la formation de ERO/ERN par I'intermédiaire de
la régulation des mécanismes de défense cellulaire, tels que la Superoxyde dismutase (SOD),
la catalase (CAT), ou la glutathion peroxydase (GSH-Px) (Cui et al., 2014).

De ce fait, les plantes médicinales servent de source vitae de nouveaux composes
bioactifs pour le développement de la thérapie efficace pour lutter contre les problemes du
foie (Al asmari, 2014). Plusieurs éudes ont été menées afin de confirmer et d’ apporter des
preuves scientifiques sur les propriétés hépato-protectrices des plantes utilisees dans la
meédecine traditionnelle (Maity et al., 2007). Cette derniere présente de nombreux remedes
d'origine végétale qui sont testés pour leur potentiel antioxydant et hépato-protecteur sur un

model animal expérimental (Rajamanikandan et al., 2012).

C’est dans ce contexte que notre travail s'inscrit, il a pour but d’évauer in vivo I’ effet
préventif de I’ extrait éthanolique des bourgeons de Populus nigra sur un model intoxiqué

par le paracétamol en évaluant I’ activité de |I’enzyme de la superoxyde dismutase hépatique.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

l.1. GENERALITESSUR LE PARACETAMOL

[.1.1. DEFINITION

Le paracétamol, est |a substance active de nombreuses spécialités meédi camenteuses
de la classe des antal giques antipyrétiques non salicylés (Monassier, 2005). || ne posséde pas

de propriétés anti-inflammatoires et n'agit pas sur |'agrégation plaquettaire (Tremblay, 2011).

.1.2. CARACTERISTIQUES DU PARACETAMOL

Le paracétamol est un dérivé phénolique. Sa structure comporte un cycle benzénique
substitué par un groupement hydroxyle et un groupement acétamide en position para. Il ne
comporte pas de carbone asymétrique et n'a pas de stéréo-isoméres (Clayden et al ., 2002).

Chimiguement, le paracétamol est désigné sous le terme de 1-hydroxy 4- acé&amidobenzene.

Tableau | : Laformule brute et dével oppée de ce médicament.

Nom chimique

_ N-acétyl-p-aminophénol
(Zimmer man, 1998)

Formule brute
(Le Marec, 2005)

C8HIONO2

OH
Formule dével oppée 0

( Hogestatt et al ., 2005)
Hgtu ‘
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.1.3. LA PHARMACOLOGIE DU PARACETAMOL

.1.3.1. LA PHARMACODYNAMIE DU PARACETAMOL

o MODE D’ACTION EVOLUTIF

Le mécanisme d'action complet d’ APAP n’est pas encore totalement élucidé. Mais il
reposerait sur I'insensibilisation des chémorécepteurs aux médiateurs de la douleur comme la
bradykinine et surtout sur I'effet inhibiteur de la synthése des prostaglandines centrales (effet
antalgique) et de I’effet des pyrogenes endogeénes au niveau des centres thermorégulateurs

hypothalamiques (effet antipyrétique) (Ramlawi et al., 2013).

Le paracétamol est transformé dans le foie en para-aminophénol (p-aminophénol) qui
diffuse, via la circulation sanguine, au niveau cérébral ou il est métabolisé par une enzyme,
I” hydrolase des amides d'acides gras (FAAH) en un compose appelé AM404 (conjugaison du
p-aminophénol et de I'acide arachidonique). Cette nouvelle voie métabolique a été bien

impliguée dans I’ effet antalgique du paracétamol (Kerckhove et al., 2014).

Ce compose se fixe ainsi  sur des récepteurs protéiques, tels que le TRPV1 (récepteur
du principe actif du piment) et le CB1 (récepteur du principe actif du cannabis), permettant
I’ activation de voies neuronales appel ées sérotoninergiques descendantes provoquant, enfin,
la diminution de la sensation douloureuse exprimant ains I’ effet antalgique du paracétamol
(Kerckhove, 2012).

Le compose AM404, peut augmenter les taux d endocannabinoides centraux par
I'inhibition de leur recapture et de leur dégradation, et activant ainsi les récepteurs
cannabinoidergiques de type | (CB;). Ces derniers sont effectivement impliqués dans I’ effet

antinociceptif du paracétamol (Figure 1) (Kerckhove et al., 2014)
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Figure 1 : Mécanisme d’ action du paracétamol (Ramirez, 2012)

.1.3.2. LA PHARMACOCINETIQUE DU PARACETAMOL

e ABSORPTION

La résorption digestive du paracétamol est rapide et compléte. 1l subit une
biotransformation hépatique dés le premier passage hépatique, quant a sa biodisponibilité
absolue, elle avoisine les 80% (Muzard, 2007 ; Ramlawi et al ., 2013).

« DISTRIBUTION

Le paracétamol diffuse rapidement et tres largement dans les compartiments liquidiens
de I'organisme. 1l est trés faiblement lié aux protéines plasmatiques notamment |'albumine,
mais cette liaison augmente en cas de surdosage (Dangoumau, 2006; Krahenbuhl, 2006 ;
Muzard, 2007).
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« METABOLISME

Le paracétamol est métaboliseé essentiellement au niveau du foie selon 2 voies
hépatiques majeures : la glycuroconjugaison et la sulfoconjugaison. Cette derniere voie est
rapidement saturable aux posologies supérieures aux doses thérapeutiques (Choukri et al.,
2014).

Une faible proportion (moins de 4 %) est transformée par le cytochrome P-450 en un
intermédiaire réactif le N-acétyl-p-quionimine (NAPQI) qui, dans les conditions normales
d utilisation, est rapidement détoxifié par le glutathion réduit et éiminé dans les urines apres

conjugaison alacystéine et al’ acide mercaptopurique (Figure 2) (Choukri et al., 2014).

'ﬁ‘ sulifate inorganigue

HMN-C -CHE/ LS - Sulfocanjugaisan (40 %)

—e e Glucuronoconjugaisaon (S0 9%)

paracatarmol O \ Fosmea inchangae [1-4 %)

l eytochromsa P 450

N COCH,

- Liaksons covalentes auwx
macromolécule s hepalaques

M-acdiykp-bhenzo-
Quimores Bmine

HNAFC HM-CO-CH 5
[Gusamion ] :
—
[SSH) xl r
=\ 5-CH s CH-COOH
[]
HM-CO-CH 4 OH MM,

conjugue cysteina

HK-CO-CH

HAPOQI-GS
S5-CH_;CH-COOH

conjugued giutat hion
O HN-CO-CH 5

COnjLgue mencaplurgue

Figure 2 : Métabolisme hépatique du paracétamol (M égarbane et al., 2007 ; L ouvet, 2010).
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7 ELIMINATION DU PARACETAMOL

Le paracétamol est completement éliminé dans les 24 heures qui suivent son ingestion. Il
est éiminé exclusivement dans les urines sous forme « inchangée » et sous forme de
métabolites (dérivés conjugués) en lesguels il est transformé (Dangoumau, 2006; Muzard,
2007)

Son excrétion est sous forme de dérivés conjugués (dérivé glucuronate, dérivé sulfate et
NAPQI conjugué au glutathion), c'est la forme la plus importante et représente 97% du

paracétamol ingéré (Dangoumau, 2006; Muzard, 2007)

[.2. FOIE ET TOXICITE

Le foie est un organe important du corps humain, il posséde diverses fonctions
exocrines et endocrines tel que le métabolisme, synthése et stockage, ainsi que I’ @imination
des substances nuisibles auxquelles I’ organisme humain est exposé quotidiennement (Madhu
Kiran et al., 2012). Cet organe a la capacité de régénération des tissus |ésés (Sathya et
Siddhuraju, 2013).

L’ hépatotoxicité est la capacité d’ une substance a provoquer des dommages au hiveau
du foie (Therrien, 2009). Ces atteintes hépatiques sont souvent rencontrées lors du
métabolisme chimique en passant par le mécanisme de détoxification, la consommation
d’alcoal, I'infection virale et trouble métabolique (Sathya et Siddhuraju, 2013).

La toxicité du foie se manifeste sous forme d’ inflammation (hépatite) ou encore de
nécrose (mort des cellules du foie) (Therrien, 2009). Dans la grande majorité des cas, ces
destructions sont liées a la prise d'un médicament, d'ou la nomination d'hépatotoxicité
médicamenteuse (Hordé, 2014).
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[.2.1. INTOXICATION MEDICAMENTEUSE

Les atteintes hépatiques causees par un médicament constituent un probleme majeur
(Larrey, 1995). Parmi ces médicaments on trouve le paracétamol qui est considéré comme la
principale cause d’ hépato-toxicité (Sathya et Siddhuraju, 2013).

.22 TOXICOLOGIE DU PARACETAMOL

.2.2.1. MECANISME D’ACTION TOXIQUE DU PARACETAMOL

Aprés une overdose du paracétamol, les voies de détoxication sont saturées et donc
I’ APAP est plus libre pour étre oxyder par les composantes du systeme oxydase(le CY P2EL,
CYP1A2, CYP3A4 et CYP2A6) d'ou I'importante quantité de NAPQI (Kupferschmidt,
2004) dépassant ainsi |e taux de glutathion hépatique qui est rapidement déplété (M égar bane
et al., 2007 ; Ramlawi et al., 2013).

Lorsgue ce taux est < 30% de son niveau basal, le NAPQI est hautement réactif et se
fixe au niveau des protéines de surface hépatocytaires et mitochondriales. Il induit un stress
oxydatif et une altération de I’homéostasie calcique intracellulaire, responsable d’ une nécrose
centrolobulaire (M égarbane et al., 2007 ; Ramlawi et al., 2013).

1.2.2.2. EFFETS DE LA TOXICITE DU PARACETAMOL AU NIVEAU
DU FOIE

Les manifestations de I'intoxication par le médicament sont trés variables, alant de
I'élévation asymptomatique des enzymes hépatiques a une insuffisance hépatique fulminante
(Parmar et al., 2010).
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La liaison covaente entre |e métabolite toxique (NAPQI) et les groupes sulfhydryle
de protéine entraine une nécrose cellulaire et la peroxydation des lipides qui provoque une
hépato-toxicité conduisant a des niveaux accrus d'enzymes marqueurs sériques comme
SGOT, SGPT, ALP et delabilirubine totale (Madhu Kiran et al., 2012), en association avec
un dysfonctionnement mitochondrial et une diminution de la teneur en ATP (Tomeckova et
al., 2011).

De ce fait, une perte mitochondrial ou un déséquilibre ionique nucléaire peuvent étre
suggéré comme un autre mécanisme toxique impliqué dans la mort cellulaire par médiation
d’ acétaminophéne dont I’ une de ces pertes peut conduire a lI'augmentation des concentrations
en Ca*, I’ activation de protéases et endonucléases, et rupture d’ADN (James et al., 2003).

1.22.6. ATTEINTE ET PERTURBATION DU POTENTIEL ANTIOXYDANT
HEPATIQUE ENDOGENE

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats

cellulairesirréversibles (Figure 3) (Pincemail et al., 1999).

Lors de détoxification du paracétamol, le cytochrome P450 2E1 régule e métabolisme
d’activation de ce médicament. L’augmentation de I'activité de CYP2EL intensifie la
formation de NAPQI et les espéces réactives de |’oxygene (ERO) induisant ainsi au stress
oxydatif ((Bertonili et al., 2006 ; Garcia et al., 2014).

Cet état de stress, induit la diminution de I'activité des enzymes antioxydantes
(Glutathione peroxydase GPx, Superoxyde dimutase SOD, Catalase CAT,) dans le foie et
augmenter les enzymes sériques (de phosphate alcaling, transaminases SGOT et SGPT), la
bilirubine et de diminuer lateneur en protéines totales (Ahmed et al., 2011).




PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 3 : Définition du stress oxydant (M orena et al, 2002)

D’autre part, une surdose du paracétamol fait épuiser le glutathion cellulaire (GSH)
dans les cellules centrolobulaire, amplifiant ainsi le stress oxydant en méme temps gu’ un
dysfonctionnement mitochondrial ( Parmar et al., 2010 ; Garcia et al., 2014), la principale
enzyme de désintoxication, GSH peroxydase, qui est tres inefficace lors de la réduction du
taux de GSH, s étend a étre inhiber, et conduit a une nécrose hépatocytaire, une insuffisance
hépatique ou lamort cellulaire (James et al., 2003).
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[.3. LE SYSTEME ANTIOXYDANT

.3.1. LE POTENTIEL ANTIOXYDANT

L’organisme dispose d' un systeme de défense contre le stress oxydatif impliquant,
divers mécanismes de prévention et de réparation, assurés par des antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques (Valko et al., 2006) .

Un antioxydant est une substance qui, a faible concentration, prévient ou réduit
I’ oxydation d’ un substrat (Halliwell et Gutteridge, 1990). Dans des conditions normales, il
existe un équilibre entre le taux des antioxydants et les niveaux intracellulaires des

prooxydants. Cet eéquilibre est essentiel pour lasurvie cellulaire (Valko et al., 2006).

Les antioxydants enzymatiques incluent un ensemble d'enzymes a savoirla
superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx), la catdlase (CAT) (Whedler,
et al. ,1990). Ou non enzymatiques qui sont représentés par les caroténoides, vitamines C et
E, glutathion, acide urique, bilirubine, acide lipoique, ubiquinone, ...). Maisaussi par certains
oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le sélénium. Ces derniers sont indispensables pour
I” activité des enzymes antioxydantes (Cu,Zn-SOD, MnSOD, SeGPx) (Figure 4) (Pincemail et
al., 2002).

Le role de protection de ces enzymes peut étre perturbé suite a divers processus

pathol ogiques et provoque ainsi des dommages cellulaires (Oyedemi et al., 2010).
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Figure 4: Mode d action des principaux sSystemes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (Favier, 2003)

1.3.1.2. LA SUPEROXYDE DIMUTASE (SOD)

e DEFINITION

La superoxyde dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) est une métaloenzyme qui existe dans la
plupart des organismes. Elle représente la premiere ligne de défense enzymatique contre des
ERO (Figure 5) (Sathya et al., 2013 ; Romao, 2015). Son activité enzymatique a été décrite
par McCord et Fridovich (Giannopolitis et Ries, 1977).
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Figure5: LaSOD parmi les autres piégeurs d’ électrons (Joanny Menvielle-Bour g, 2005)
Il existe trois distincte isoformes de SOD chez les mammiféres :

1. SOD 1: est une protéine homodimere de 32 kDa, a dans son centre catal ytique du Cu
et Zn (Cuzn-SOD ou SOD1). Cette enzyme se trouve dans le cytoplasme, les compartiments

nucléaires, et les lysosomes les cellules de mammiféeres (Matés et al., 1999 ).

Le gene de la SOD1 a été locaisé sur le chromosome 21 (région 21g22) chez I'homme
(Figure 6), le chromosome 1 (1q12 —14) dans I'espece bovine, et le chromosome 16 (région

16B4—ter) chez la souris (M atés, 2000 ; Zelko et al., 2002).

2. SOD 2: SOD ale manganése (Mn) en tant que cofacteur et a été localisée dans les
mitochondries des cellules de I’ organisme (Mn-SOD ou SOD2) (Matés, 2000 ; Qin et al.,
2008).
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Elle existe sous |a forme homotétramere avec une sous-unité moléculaire individudlle
d'environ 23 KDa. Chez I’homme et la souris, le gene SOD2 a été localisé sur le chromosome
6, et a été sublocalisé sur 6025 (Figure 6) (Zelko et al., 2002).

3. SOD 3: Cet isoforme est découvert récemment. Elle a dans son centre catal ytique du
Cu et Zn (EC-SOD ou SOD3) (Choi et al., 2011). Elle existe sous forme d'un homotétrameére
moléculaire de 135 KDa avec une forte affinité pour I'héparine. Cette enzyme a été détectée
pour la premiére dans le plasma humain, la lymphe, I'ascite, liquide céphalo-rachidien. Le
profil d'expression de SOD3 est fortement restreint au type cellulaire spécifique et les tissus
0U ses activités peuvent dépasser celles dela SOD1 et SOD2 (Zelko et al., 2002).

Le gene de la SOD3 a été localisé sur le chromosome 4 (région 4p-g21) de I'humain
(Figure 6). Il existe 40-60% de similarité entre le géne de la SOD3 et |e géene SOD1 au niveau
de I'exon, mais ne présente aucune similitude avec SOD2 (Figure 6) (Zelko et al., 2002).

Figure 6: Lafamille de gene dela SOD (Zelko et al, 2002).
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. ROLE ET MECANISME D’ACTION DE LA SUPEROXYDE DISMUTASE

Le rdle déterminant du superoxyde dismutase dans les systemes de défenses antioxydants de
I’ organisme est connu depuis 1968. L’anion superoxyde (O," 7) est le point de départ de la
chaine de production des radicaux libres (Giannopolitis et Ries, 1977 ; Sathya et al., 2013).

Or, dés ce stade précoce, la superoxyde dismutase inactive I’anion superoxyde en le
transformant en peroxyde d'hydrogene (H.O,) selon la formule suivante (Halliwell et
Gutteridge, 1990) :

[20" + 2H" — HO0, + O ] (Afonso et al., 2007)

En présence de fer, I'O,” et H,O, peuvent interagir pour former le radical hydroxyle (OH")

vialaréaction de Fenton Haber Weiss (Morena et al., 2002) :

[4Fe2+ + O + 4H" —4Fe® + 2H,0 ](HalliwelletGutteridge, 1990)

Par conségquent, le H,O, est rapidement catabolisé par la catalase et les peroxydases en
dioxygene (O,) et en molécules d’ eau (H,0) (Figure 7) (Romao, 2015).

Figure7 : La SOD initie le processus d'inactivation de I’anion superoxyde (Joanny
Menvielle-Bour g, 2005)
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L’anion superoxyde peut également réagir directement avec la forme réactive azotée NO’
(monoxyde d’ azote), pour donner le peroxynitrite (ONOQO’), un puissant agent pro-oxydant,
selon laréaction suivante (Morena et al., 2002) :

[02'- + NO- — ONOO ] (Morenaet al., 2002)

.4 HEPATOPROTECTION DESPLANTESMEDICINALES

Pour valider I’ utilisation traditionnelle des plantes, plusieurs études se sont intéressées
ala détermination des activités biologiques des composés bioactifs contenant dans les extraits
de plantes (Ouattara et al., 2003 ; Sharmila Banu et al., 2009).

Les pathologies hépatiques constituant un probleme de santé publique a I'échéle
mondial, des travaux ont é&té entrepris afin d’ apporter une base scientifique a I’ utilisation des

remedes traditionnelles par les populations contre I’ hépatotoxicité (Ouattara et al., 2003).

D’autre part, beaucoup de plantes médicinales Africaines sont traditionnellement
utilisées pour la proztection du foie contre I'intoxication. Certains de ces plantes ont prouvé
leur efficacité thérapeutique et ont donné une validation de leur utilisation traditionnelle , &
savoir, Ocimum lamiifolium Hochst ex. Benth (Lamiaceae) et Crassocephalum vitellinum
(Benth) S. Moore (Asteraceae); Telfairia occidentalis Hook F. (Curcurbitaceae); Aloe vera
(Aloaceae) (Manfo et al., 2014).

Notre objectif est I'éude de I’ effet hépatopotecteur de I’extrait éthanolique des
bourgeons de Populus nigra en utilisant un model animal intoxique par le paracéramol et
d’ évaluer ainsi le potentiel antioxydant endogéne hépatique par la mesure de |’activité

enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD).
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Tableau Il : Exemples de quel ques plantes médi cinal es hépato-protectrices.

Plante
Crepis rueppellii

Cassia occidentalis L

Bauhinia racemosa Lam.

Ichnocar pus frutescens
R.Br.

Cangjera rheedii

Carissa carandasLinn

Andrographis
paniculata

Dalbergia sisso

Pouteria campechiana

Amor phophalls commutatus

var.wayanadens

Citrullus colocynthis

Famille
Asteraceae
Césalpiniaceae
Caesdpiniaceae
Apocynaceae
Opiliaceae
Acanthaceae

Acanthaceae
Fabaceae

Sapotaceae

Araceae

Cucurbitaceae

Partie utilisée
Laplante entiére
Feuilles
Ecorcedelatige
Laplante entiére
Plante entiere
Racines

Feuilles
Ecorce de plante

Fruits

Les bulbes des tubercules

Fruits

Extrait
Ethanolique
Aqueux-éthanolique
M éthanolique
M éthanolique
Ethanolique
Ethanolique

Aqueux
Aqueux

Aqueux

M éthanolique

M éthanolique

Agent toxique

CCL4

Paracétamol et |’ alcool
éthylique

Paracétamol et CCL4
Paracétamol
Paracétamol

Paracétamol et CCL4

Ethanol
Paracétamol CCL4

paracétamol

CCL4

Paracétamol

Références
Fleurentin et al., 1986
Jafri et al., 1999
Guptaet al.,2004
Maity et al.,2007
Mounnissamy et al., 2008
Hegde et Joshi, 2009

Sivarg et al., 2011
Narware et al., 2012

Aseervatham et al., 2014

Rg et Gothandam, 2014

Vakiloddin et al., 2015
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[1.1. MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1.1. MATERIEL

VEGETAL

La présente étude a été réalisée sur les bourgeons de Populus nigra, une plante

meédicinale locale largement utilisée dans la médicine traditionnelle (Figure 8).

Figure 8 : Photographie de I’ arbre et de bourgeons de Populus nigra (site web).

e CLASSIFICATION

Regne
Embranchement
Sous embranchement :
Classe
Ordre
Famille
Genre

Espece

Nom targui ou berbeére :

Nom commun

: Végétale
. Spermatophytes

Angiospermes

: Dicotylédones
. Salicales

. Salicaceae

: Populus

: Populus nigra

Asefcaf, Arig, Ouisd (Beloued, 2001).

: Peuplier noir, le peuplier franc.
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e DESCRIPTION BOTANIQUE

Le peuplier noir est un grand arbre qui peut atteindre 30 & 35 m de hauteur, au tronc
flexueux de 2m de diametre, avec de fortes branches et une écorce épaisse, fissurée, gris
foncé puis noirétre. 1l se reconnait a ses feuilles glabres et luisantes sur les deux faces,
longuement pétiolées, triangulaires a extrémités effilées a limbe finement denté sur les bords,
a ses bourgeons visqueux et glabres (Hane et Dobbertin, 2006).

e HABITAT

Le Peuplier noir occupe une répartition naturelle trés vaste. Elle sétend du Sud de
I’Irlande au Nord de I’ Afrique jusgu’ au Nord-Ouest de la Chine (Villar et al., 2012).
En Algérie, il se retrouve au niveau des foréts le long des cours d’eau douce, surtout en
montagnes. Commun a El Kala, laKabylie et Tlemcen (Beloued, 2001).

e PROPRIETESET USAGESTHERAPEUTIQUES

En Algérie, les utilisations traditionnelles de Populus nigra sont larges dans le traitement
de nombreuses affections liées a un dysfonctionnement endothélial, les inflammations,
I'arthrite, la bronchite et les maladies des voies respiratoires (Debbache et al., 2013). Elle
présente aussi dautres propriétés thérapeutiques comme les propriétés diurétiques,
antiseptiques et diaphorétiques (Schauenberg, 1977). Les bourgeons de peuplier noir sont
utilisés contre diverses affections douloureuses (Hane et Dobbertin, 2006).

e COMPOSITION PHYTOCHIMIQUE

D’apres des études portées sur les différentes especes du Peuplier, les bourgeons
contiennent une grande variété de composés phénoliques, tel que les acides phénoliques
(acides caféique, acide isoferulique,...) (Dudonné et al, 2010), et les flavonoides (flavones,
les flavanones et les chalcones) qui représentent la maeur partie (Jerkovic et Mastelic,
2002).




MATERIEL ET METHODES

1.1.2. MATERIEL ANIMAL ET CONDITIONSD’ELEVAGE

Afin d éudier |’ effet hépato-protecteur de I'’extrait brut de Populus nigra sur des
souristraitées par le paracétamol, un effectif de 69 souris abinos de sexe hétérogene de poids
variant entre (22- 30g) a éte utilisé (Figure 9). Ces animaux proviennent du centre d’ élevage

del’institut Pasteur d’' Alger.

Figure 9 : Photographie de souris Albinos (originale).

L’ expérimentation a été réalisée au niveau de I’animalerie de |’ Université Abderahmane
Mira de Bgjaia. Elles ont été mises sous des conditions : de température ambiante entre 24-
26° et d’humidité entre 60-70%, avec un acces libre ala nourriture (Granulés a base de mai's)

et al’eau du robinet, et un cycle d' éclairage et d’ obscurité 12h /12 h (Figure 10).

Figure 10 : Photographie d’ élevage des souris au sein de |’ animalerie (originale).
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[1.2. METHODES EXPERIMENTALES
[1.2.1. PREPARATION DESEXTRAITS

La récolte des bourgeons fraiches de Populus nigra a été effectuée en printemps a
I"aube dans la forét d'Azrou n'Bechar dAmizour située al’ est de la Wilaya de Begjaia.
Les bourgeons ont été séchés a I’ ombre a température ambiante, puisils ont &é misa
I’ éuve a 37°C pour enlever toute trace d’ humidité. A I’aide d’un broyeur électrique, le
matériel végétal a été broyé puistamise afin d’ obtenir une poudre trés fine (< 63um) a
partir de laguelle I’ extraction a été réalisée.

L’ extraction des polyphénols a partir de poudre fine des bourgeons de Populus nigra
a été rédisée en utilisant I'é&hanol comme solvant avec un rapport de 1:4
(masse /volume). Le tout a été macéré pendant 24h sous agitation al’ abri delalumiére
puis transféré dans des éprouvettes et laisseé décanter durant 24h a I'ombre. Le
surnageant a été récupéré dans des cristalloirs et laissé sécher sous la hotte jusgu’a
obtention d’un résidu sec de poids stable. L’ extrait a éé conservé dans des flacons en

verre hermétique a— 4°C afin de préserver tous les principes actifs de cet extrait.

Le poids de I’ extrait est calculé comme suit :

Po
Pe

Pext = P - F

: Poids du cristalloir vide
: Poids du cristalloir et I’ extrait

Pext: Poids de |’ extrait
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1.22. METHODE D'ETUDE DE L’ACTIVITE HEPATO-
PROTECTRICE
11.2.2.1. ETUDE DE L'EFFET PREVENTIF

L’ hépato-toxicité des souris a été induite par un médicament, le paracétamol suivant le
protocole de Forouzandeh et al (2012) avec quelques modifications.

Les souris ont été réparties en 7groupes, |’extrait a été administré par voie intra-
gastrique, pendant cing jours, ala méme heure et le paracétamol a été injecté par voie intra-
péritonéale une heure aprés la derniere dose de I'extrait. Les différents traitements des
différents groupes seront entrepris soit par voie intra-gastrique (figure 11(a)) soit par voie
intra-péritonéale (1P) (figure 11(b)).

Le groupe contr6le négatif arecu du CMC et de |’ eau physiologique.

Le groupe contr6le positif arecu du CMC et du paracétamol (400mg/kg).

e Le groupe standard a regu de la silymarine (100mg/kg) et du paracétamol
(400mg/kg).

e Les deux groupes Tests ont regu du paracétamol (400mg/kg) aprés qu'ils ont été
traités avec de I'extrait de Populus nigra a une dose de 100mg/kg pour I'un et
300mg/kg pour I’ autre.

e Lesdeux groupes controles ont été traité avec |’ extrait de P.nigra a une dose de 100

mg/kg, 300 mg /kg respectivement.

Les souris ont été privées de nourriture pendant 12 heures. Puis ont été sacrifiées sous
anesthésie. Aprés une dissection (figure 11(c)), les foies ont été rapidement récupérés, rincés
dans I’ eau physiologique glacée, pesés et conserveés au congélateur (-80°C) jusqu’ au moment
d utilisation.
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@ (b) (©)

Figure 11 : Les éapes du traitement des souris (photographies originales).
a) Injection intra-gastrique de I’ extrait ; b) Injection |P de paracétamol ; c¢) Dissection

ventro-médiane.

[1.2.2.2. BROYAGE DE FOIES

Une partie du foie de chaque sourie a été broyée dans le tampon Kcl (0,15 mM) et
EDTA (1 mM) a pH = 7,4 avec un rapport de 10% (p/v), afin d obtenir un homogeénat. Ce
dernier a été mis dans des tubes et centrifuger pour 20 minutes a T°=4°C et a 10000 rpm
(figure 12). Le surnageant obtenu a été conservé a -80°C jusqu’au moment d’ utilisation pour

le dosage de I’ activité SOD.
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Figure 12 : Photographie des étapes de préparation de surnagent (originale).

11.2.2.3. MESURE DE L’ACTIVITE SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD)

e LE PRINCIPE

L'activité du superoxyde dismutase (SOD) a été évaluée en suivant I'inhibition de I'auto-
oxydation du pyrogallol en présence de la SOD hépatique selon la procédure décrite par
Marklund et Marklund (1974) avec quelques modifications.

L’ auto-oxydation du pyrogallol en présence d' EDTA est inhibée par la SOD. De pH 7.87
a9.1, laréaction est inhibée jusgu'a 90% par |la SOD, ce qui indique une totale dépendance de
I’ anion superoxyde (O,™) dans cette auto-oxydation (Figure 13) (Gao et al., 1998).
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Figure 13 : Les éapes d’ auto-oxydation du pyrogallol (Kim et al., 1995).

Le principe du dosage de la SOD est basé sur la compétition entre la réaction d’ oxydation
du pyrogallol (15mM) par I' O, et ladismutation de I’ O,™ par 1aSOD (Kim et al., 1995).

e LA PROCEDURE

Le méange réactionnel est constitué du tampon TrisEDTA (pH = 8,2), 10ul
d’homogénat et 100ul de solution pyrogallol (15mM). L’absorbance de chaque mélange a é&té
mesurée al’ aide d’ un spectrophotométre a 440nm pendant 3 minutes.

L’ activité enzymatique est exprimée en unité/mg de protéine. Une unité enzymatique est
définie comme la quantité de la SOD capable d’inhiber 50% de I’ auto-oxydation de pyrogallol
(Patel et Katyare, 2006).

e DOSAGE DESPROTEINES

La concentration de protéine dans |e surnagent a été déterminée en utilisant la méthode
Bradford (Bradfort, 1976). Cette méthode est basée sur |e changement de coloration du bleu
de Coomassie en présence de concentrations variables de protéines (Bradfort, 1976).
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Un volume de 5ul d’échantillon est complété a 95 pl d’eau distillée avec Sml de
solution Bradford. Ce test a été effectué sur I’ensemble des homogénats, et la lecture des

absorbances a été faite a 595 nm contre un blanc.

Les concentrations en proténes ont été déterminées en utilisant une courbe
d’ éalonnage (voir annexes) établie en utilisant des concentrations croissantes en sérum
d’ albumine bovin (BSA).

[1.3. ANALYSE STATISTIQUE

L'analyse dstatistique des résultats est effectuée avec [|'application « ANOVA »
(STATISTICA) et la comparaison des données est significative ala probabilité P<0,05.
Les valeurs qui portent des lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05),

chague valeur représente la moyenne * écart type (n=6).
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1. RESULTATSET DISCUSSION

111.1. RESULTATS

e Etude de I'activité hépatoprotectrice de I'extrait éhanolique des bourgeons de

Populusnigra

L’ activité hépato-protectrice de I’ extrait éthanolique des bourgeons de Populus nigra a
été évaluée in vivo sur des souris intoxiquees par le paracétamol par le dosage de I’enzyme
hépatique endogene la superoxyde dismutase (SOD) selon le protocole décrit par Marklund
et Marklund (1974) avec quelques modifications. Le taux de la superoxyde dismutase de

chague souris a été déterminé par U/mg de protéine

Les résultats obtenus montrent une variation significative de |’ activité enzymatique
SOD en présence ou en absence du paracétamol ains que par le traitement par I’ extrait

éthanolique des bourgeons de Populus nigra ou par le standard silymarine (Figure 14).

Le groupe témoin (C-) qui a recu CMC et I’eau physiologique a révélé une activité
enzymatique significative de 6,22+ 2,07 U/mg de protéine dans le foie. Ce taux a été pris

comme une valeur de référence dans notre éude.

les souris traitées avec une dose unique de paracétamol (400mg/kg) par injection intra-
péritonéale, le dernier jour de I'expérience (le 5éme jour), ont montré un taux d activité
enzymatique de la SOD significative (p< 0,05) réduit par rapport au groupe témoin (Figure
14), ce qui correspond a une vaeur de 3,55+0,91 U/mg de proténe, presque la moitie du
taux trouvé chez le groupe contréle négatif de 6,22+ 2,07 U /mg de protéine, donc le

paracétamol a probablement provoqué une toxicité au niveau du foie.

Le traitement des souris avec la silymarine (100mg/kg) a amélioré le niveau de
I’activité de I’enzyme anti-oxydante hépatique (5,14 0,86 U/mg de protéine). Ce taux est
supérieur acelui enregistré chez le groupe de souris intoxiqué par I’ APAP (3,55+0,91 U /mg
de protéine) (Figure 14).

L’administration intra-gastrique de I'extrait brut des bourgeons P.nigra a une
concentration de 100 mg/kg aux souris saines a présenté une augmentation significative (p <
0,05) du taux de I’ activité enzymatique SOD. La valeur noté chez les souris contrdle a 100 est
de 7,98+0,81 U/mg de protéine, éevée par rapport au groupe C- (6,22+ 2,07 U /mg de
protéine). Cependant, un taux de I’ activité enzymatique SOD (4,54 + 1,46 U /mg de protéine),
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considéré faible (p < 0,05) comparativement a la valeur norme de cette étude, a é&té noté chez

les souris saines traitées avec |’ extrait brut de Populus nigra a 300mg/kg.

Selon les résultats, le prétraitement des souris, pendant 5 jours, par |’ extrait
éthanoliques des bourgeons de P.nigra a différentes concentration (100mg/kg, 300mg/kg) par
voie intra-gastrique, une heure avant I’ administration de I’ APAP, une amélioration significatif
(p < 0,05) du potentiel antioxydant enzymatique a été enregistré, comparativement au groupe
intoxiqué par I’ APAP (3,55+0,91 U /mg de protéine) (Figure 14), ceci avec des valeurs de
I’ activité de la superoxyde dismutase de 8,69 + 0,66 U /mg de protéine et de 5,98+0,95 U
/mg de proténe respectivement. Ces résultats montrent également un bon effet préventif
marqué par |’extrait par rapport a celui exhibé par la molécule de référence la silymarine
(5,14 £ 0,86 U /mg de protéine).
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Figure 14 : Histogramme représentant |'effet de I'extrait éthanolique des bourgeons de
Populus nigra sur I'activité superoxyde dimutase hépatique chez des souris (C- : contréle
négatif ; C+ : contrble positif ; Sly = Silymarine (standard) ; C100 = contréle 100mg/kg ;
T100 = test 100mg/kg ; C300 = contrdle 300mg/kg ; T300 =Test 300mg/kg).
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111.2. DISCUSSION

Dans la présente étude les résultats démontrent I” hépatotoxicité chez les souris induite
par I’APAP et |'effet hépatoprotecteur de la silymarine et de I'extrait éthanolique des
bourgeons de P.nigra (Figure 14).

Le groupe véhicule qui a recu de I’eau physiologique et du CMC a révélé un taux
d’activité SOD de 6,22+ 2,07 U /mg de protéine. Ceci concorde avec les résultats trouvés par
Fakurazi et al (2012) ou les rats du groupe témoin présentent un taux d activité enzymatique

proche du taux trouvé dans notre étude (Fakurazi et al., 2012).

D’ apres | étude réalisée par Kanbur et al (2009) le taux observé chez les souris du
groupe négatif est de 2,057+ 0,43 U /mg de proténe (Kanbur et al., 2009). Ceci suggere que
les souris témoins utilisées dans notre éude ont un potentiel antioxydant assez important en
SOD hépatique.

Le foie joue un réle essentiel dans le métabolisme et |a détoxification des toxiques
endogéne et exogenes dans le corps. C'est au cours du métabolisme du médicament reconnu
comme xénobiotique que le systéme enzymatique cytochrome P450 intervient. Ce dernier
permet d atténuer le processus d’'éimination des composés indésirables (Lahouel et al.,
2004).

En effet, il est clarement démontré aujourd hui que les radicaux libres sont
responsables des processus toxiques. C'est ains que le paracétamol est métabolisé par le
cytochrome P450 pour donner un métabolite réactif (N-acétyl-p-benzogquinone imine)
conduisant ala nécrose hépatique par péroxydation des lipides membranaires (L ahouel et al.,
2004).

Au cours de la formation de ce NAPQI, I'anion superoxyde est formeé, puis transformé
en peroxyde d'hydrogéne. Ce mécanisme peut conduire a une augmentation de superoxyde et
de la toxicité. Aussi la peroxydation de |'acétaminophéne pour la radicale libre semiquinone

conduirait a un cycle redox entre le paracétamol et la semiquinone (James et al., 2003).
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Des rapports suggerent que lalésion hépatique aigué est non seulement le résultat de la
conversion d APAP en NAPQI actif et saliaison avec les protéines cellulaires et I'ADN, mais
de dommages au foie causés par I'APAP sont également associés a l'activation de JNK
MAPKinase (Rashid et al., 2013).

L’ épuisement de GSH en raison de sa liaison avec NAPQI provoque |'é évation de la
génération des ERO qui active a son tour JNK. Cette activite JNK provoque la
phosphorylation des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL et les rend inactifs. Par
conséquent, I'équilibre entre les pro-apoptotiques et des protéines anti-apoptotiques est
perturbé en faveur du premier (Rashid et al., 2013).

Ce processus augmente la permeéabilité membranaire de la mitochondrie et déclenche
la libération de cytochrome C des mitochondries au cytosol et réduit le niveau d'ATP

cellulaire. Conduisant ainsi alanécrose des cellules du foie (Rashid et al., 2013).

Nos résultats montrent que les souris auxquels on a injecté par voie intrapéritonéae
une dose unique de paracétamol (400mg/kg) ont développé une atteinte hépatique
significative (p < 0,05) et un stress oxydant qui se refléete par la réduction de I’ activité de la
SOD hépatique endogéne en comparaison au groupe témoin, ce qui correspond a une valeur
de 3,55+0,91 U/mg de protéine presgue la moitie du taux trouvé chez le groupe controle
négatif (6,22+ 2,07 U/mg de protéine).

Les travaux de Rajeshkumar et al (2014) démontrent que la diminution de I'activité
de la SOD (1.94 + 0.21 U/mg de protéine) chez le contrdle positif aprés administration de
paracétamol (2000mg/kg) pourrait étre dle a la perte du cuivre et du zinc, qui sont essentiels
pour |'activité enzymatique de la SOD. |l a été démontré que |le paracéamol induit |a perte de
ces cofacteurs dans le foie. Ainsi la diminution de I'activité SOD est insuffisante pour piéger
['anion superoxyde produit au cours du processus métabolique normal (Rajeshkumar et al.,
2014).

les résultats obtenus sont en accord avec |'étude réalisée par Ravinder Singh et al
(2011) porté sur I'intoxication intrapéritonéal des rats par I'’APAP (800 mg/kg) qui ont
constaté un taux de SOD de 3,92 + 0,19 U/mg de protéine (Ravinder Singh et al.,2011).
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Ali et al (2012) ont observé une nette diminution de I’ activité enzymatique SOD
(2,61+0,09 u/mg de protéine) chez les rats intoxiqués par I’ APAP (4000mg/kg) (Ali et al.,
2012).

De méme Abirahimi et al (2015) ont constaté que les souris intoxiqués par une dose de
2000mg/kg d’ APAP induit une diminution de I’ activité enzymatique SOD (Abirahimi et al.,
2015).

Dans leur étude, Singh et Gupta (2011) ont administré 500mg/kg d’ APAP aux rats, Ils
ont constaté également une réduction importante du taux de la SOD (4,50+0,52 U /mg de
protéine) (Singh et Gupta, 2011).

Ceci suggere que I'appauvrissement marqué du niveau de I'activité SOD est une
manifestation claire de |'inactivation de I’ enzyme antioxydante pour piéger les radicaux libres
résultant du stress oxydatif et du déséquilibre du cycle redox qui a son tour propage les
|ésions hépatiques et atére le mécanisme de défense naturel de la SOD (Vargas-M endoza et
al., 2014).

Il a été rapporté que l'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF) -
alpha sont impliqués dans I'hépatotoxicité induite par I'acétaminophene. La stimulation
partielle du stress oxydatif pour la libération accrue de ces cytokines inflammatoires, pourrait
causer un déséquilibre de cytokine, un dysfonctionnement cellulaire immunitaire et
|'apoptose méme du foie (Faber 2010 ; Garcia et al., 2014).

La MCP-1 est produite au niveau du site dinfection ou d'une blessure, et agit en tant
gue chimiokine pour le recrutement des monocytes et lymphocytes. L'augmentation de
I'expression de I'ARNmM hépatique de cette chimiokine a été observée chez les souris traitées
avec I’APAP, ce qui facilite la réponse inflammatoire du foie systéme immunitaire inné.
Ains, toute Agent avec des effets suppressifs sur les cytokines inflammatoires et /ou
chimiokines peuvent ére en mesure daméliorer les lésions hépatiques induites par le
paracétamol (Faber 2010 ; Garcia et al., 2014).
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Il a été signalé que le surdosage par I’ APAP peut provoquer une hépatotoxicité par des
mécanismes de déclenchement de la formation d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), tels
gue |'anion superoxyde (O, °), le peroxyde d'hydrogéne (H,O,) et le radical hydroxyle (HO °),
espéeces réactives de |'azote (RNS), tels que I'oxyde nitrique et le peroxynitrite (ONOO °). Par
conséquent, le stress oxydatif constitue un important mécanisme qui accompagne la

pathogenése de |'atteinte hépatique induite par le paracétamol (Borman, 2009).

Les souris qu’'on atraité avec la silymarine a une dose de 100mg/kg ont montré une
amélioration nette du niveau de I’ activité de I’ enzyme anti-oxydante hépatique (5,14+ 0,86 U
/mg de protéine), on constate que ce taux est supérieur a celui noté chez le groupe intoxique
par I'APAP (3,55+0,91 U /mg de protéine). Ceci suggere que la silymarine contient des
composés bioactifs qui ont pu protéger le foie de ces animaux contre I'intoxication du

paracétamol.

En effet, la silymarine est un antidote naturel bien toléré et efficace contre
I” hépatotoxicité (Fraschini et al., 2008). C’'est un flavonolignan de «chardon» (Slybum
marianum) constitué de quatre isoméres, a savoir flavonolignan silybine, isosilybine, la
silydianine et lasilychristine (Ghedira, 2005 ; Pradhan et Girish, 2006).

La silymarine est un médicament de référence, stabilisant la membrane et des
activités antioxydantes. Elle favorise la régénération hépatocytaire, réduit les réactions
inflammatoires, et inhibe la fibrogenése, elle agit en tant qu’immunomodulateurs et les
mécanismes de régénération du foie (Pradhan et Girish., 2006 ; Madrigal-Santillan et al.,
2014).

Rajeshkumar et al (2014) ont démontré que le traitement des rats intoxiqués par
2000mg/kg de paracétamol avec de la silymarine 20mg/kg a induit un effet hépatoprotecteur
en enregistrant un taux de 4,63+ 0,39 U/mg de protéine (Rajeshkumar et al., 2014).

Il a été rapporté par plusieurs éudes (Lee et al., 2011 ; Sarumathy et al., 2011; Dong
et al.,, 2014)que la silymarine présente un effet hépatoprotecteur significatif contre
I’ hépatotoxicité du paracétamol (Lee et al., 2011 ; Sarumathy et al., 2011; Dong et al.,
2014).
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Testée sur un modele expérimental animal, la silymarine a montré qu’elle exerce un
effet positif sur les hépatocytes intacts et sur les cellules hépatiques endommagées, en
agissant sur la membrane cellulaire, prévenant ainsi |’ entrée des substances toxiques, et elle
stimule la capacité de régénération des celules hépatiques apreés hépatectomie partielle
(Ghedira, 2005). La silymarine affecte également la synthese de I'ARN et de I'ADN et elle
réduit le niveau du facteur de nécrose tumorale TNF-a, ce qui diminue I'inflammation

(Fraschini et al., 2002 ; Vargas-Mendoza et al.,2014)

L'activité hépatoprotectrice de la silymarine peut étre expliquée par ses propriétés
antioxydantes qui découlent de sa nature phénolique (Madrigal-Santillan et al., 2014). En
effet, des rapports ont montreé que la silymarine, un 3-oxyflavone aux propriétés antioxydantes
protege les dommages du foie induite par |I’acétaminophene, méme a de faibles niveaux
réduite de GSH, éventuellement en piégeant I'anion superoxyde et des radicaux alcoxyles
(Ajith et al., 2007).

Selon une étude portée sur des hépatocytes de rat, le traitement avec la silymarine a
normalisé les paramétres biochimiques éevés de sérum et le foie, provoqués par
|'acétaminophéne, par son action stabilisante sur la membrane plasmique (Pradhan et Girish,
2006).

L’administration intra-gastrique de I’extrait brut des bourgeons P.nigra a une
concentration de 100 mg/kg aux souris saines a présenté une augmentation significative (p <
0,05) du taux de I'activité enzymatique SOD (7,98+0,81 U/mg de protéine) par rapport au
témoin, au contréle 300mg/kg (4,54+1,46 U/mg de protéine). L’ accroissement de I’ activité
SOD hépatique chez les souris saines peut étre di alarichesse del’ extrait brut en métabolites
secondaires doués d’ une activité antioxydant.

Debbache et al (2013) ont rapporté une activité antioxydante de |’ extrait brut de
P.nigra e une composition importante en composés phénoliques notamment en : phénols
totaux (51,78 £ 4,56 mg équiv catéchine/g d’ extrait), des flavonoides (13,67 + 0,34 mg équiv
guercetine /g) et des tannins (228,72+6,90 mg équiv acide tannique /g). Et d’ apres Jerkovic et
Mastelic (2002) les flavonoides (les flavones, les flavanones et les chalcones) représentent la
majeur partie des composants des bourgeons de Populus nigra (Jerkovic et Mastelic, 2002).
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Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyrone, comprenant des noyaux phénoliques
et pyrane et au cours du métabolisme des groupes hydroxyles sont goutés, méthylés ou
sulfatés (Rahman, 2007 ; Vargas-Mendoza et al., 2014). Les propriétés biologiques de ces
composes sont déterminées par la nature et la position des substituants et le nombre des
groupes hydroxyles (OH) (Rahman, 2007).

Aing, ils sont capables de moduler I'activité de certaines enzymes (hexokinase,
aldose réductase, la phospholipase C, la protéine kinase C, la cyclooxygénase, lipoxygénase,
myéloperoxydase, NADPH oxydase et |a xanthine oxydase) (Fraschini et al., 2002). Ou bien
d’induire I’expression des enzymes antioxydants endogénes tels que la catalase, glutathion

peroxydases et la superoxyde dismutase (Akhlaghi et Bandy, 2009).

Le traitement préventif des souris, pendant 5 jours, avec |’ extrait éthanoliques des
bourgeons de P.nigra a différentes concentration (100mg/kg, 300mg/kg) par voie intra
gastrique, contre I’ effet hépatotoxique de I’ APAP a montré un accroissement significatif (p <
0,05) de I'activité de la superoxyde dismutase, par rapport au groupe contréle positif
(3,55+0,91 U/mg de protéine) et groupe de la silymarine (5,14+0,86 U/mg de protéine). Ceci
avec un potentiel d activité de la SOD élevé chez le groupe traité avec 100mg/kg d’ extrait.
Démontrant de ce fait que I'extrait brut exerce un effet hépatoprotecteur contre le
paracétamol, ou le stress oxydatif induit par ce médicament dans le foie a été sensiblement

atténué par le traitement avec I'extrait 2 100mg/kg d’ extrait en améliorant I'activité de la SOD.

En effet, le taux de I'activité de la SOD notée chez le groupe de souris Test 100 est
supérieur a celui du groupe Test 300. Ce qui suggere que |’ extrait brut des bourgeons de
Populus nigra a protége d une manieére inversement proportionnelle les souris hépatotoxiques,
C est-a-dire |’ effet hépatoprotecteur est maximal afaible dose (100mg/kg).

Ce cas de figure a été rapporté par les études expérimentales de Yen et al (2007) ;
Ravinder Singh et al (2011), en testant I'effet hépatoprotecteur des I’ extraits éthanoliques de
Cuscuta chinensis (a 125 et 250 mg /kg) et celui des racines de Premna serratifolia (a
250mg/kg et 500mg/kg) respectivement, sur un model animal intoxiqué par le paracétamol
(Yen et al., 2007 ; Ravinder Singh et al., 2011).
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Vakiloddin et al (2015) ont démontré I’ effet hépatoprocteur de I’ extrait méthanolique
des fruits de Citrullus colocynthis & une dose 300mg/kg chez des souris intoxiquées par
200mg/kg d’ APAP en enregistrant un potentiel d activité enzymatique SOD de 5,58 +0,16
U/mg de protéine (Vakiloddin et al., 2015). Similaire a celui enregistré suite au traitement

des souris avec |’ extrait de Populus nigra a 300mg/kg.

L'extrait agueux éthanolique de Zingiber officinale a des doses de 200 and 400 mg/kg
a empéché I'hépatotoxicité aigué induite par I'’APAP en améiorant I'activité antioxydant
hépatique, avec une protection afaible dose (200 mg/kg) (Ajith et al, 2007).

D’apres Goetz (2011) les bourgeons de Populus nigra contiennent des acides
phénoliques tels que I'acide caféique, acide p-coumarique, la quercitine et lutéolin Goetz
(2011).

Il a été rapporté que la quercétine, issue d’ Artemisia scoparia, est considérée comme
un puissant protecteur contre les |ésions hépatiques induites par le paracétamol chez les rats
et les souris (Ghedira, 2005). D’ aprés Han et al (2007) la quercétine est capable d’'induire
une augmentation de I’ activité enzymatique de la SOD hépatiques chez les souris (Han et al.,
2007).

Une récente étude menée par El-Nekeety et al (2014) sur |’ effet hépatoprotecteur de
la quercétine contre la cytotoxicité, les |ésions de I'ADN et le stress oxydatif chez les rats
traités avec un agent toxique qui est des aflatoxines (AF). A montré que la quercétine a
induit un effet hépatoprotecteur et une réparation des dommages oxydatifs de stress dans les
tissus du foie d’ une maniére dose dépendante (EI-Nekeety et al., 2014).

Les mécanismes de cette protection sont expliqués, par la stabilisation de I'état redox
et le maintien de la capacité antioxydante offerte, mais aussi par la passibilité d’ un blocage
des canaux calciques exercé par la quercétine (EI-Nekeety et al., 2014).
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Lahouel et al (2004) ont noté que les flavonoides notamment la diosmine et la
guercétine contenants dans la propolis (Lahouel et al., 2004) exercent un effet
hépatoprotecteur par I’améioration du profil lipidique, MDA et I’ activité de la SOD chez
la souris intoxiquées par le fenvalérate, Ou par réduction des taux des ERO (Al-Amoudi,
2015).

La résine sécrétée par les bourgeons de P.nigra est courament utilisée par les abeilles
pour produire de la propolis (Fabris et al., 2013). De ce fait, on peut suggérer que |’ extrait
brut des bourgeons de P.nigra présente un effet hépatoprotecteur contre divers agents

hépatotoxiques autre que le paracétamol grace a ces deux composés bioactifs.




Conclusion




CONCLUSION ET PERSPECTIVEES

Populus nigra est une plante de la famille des Salicacées, tres utilisée dans le monde
pour ces propriétés thérapeutiques. En effet les bourgeons de P.nigra ont révélé des
propriétés diurétiques, anti-inflammatoires et antiseptiques liées a sa richesse notamment en
tannins, en acides phénoliques et en flavonoides (Dudonné et al., 2011 ; Debbache et al.,

2013). Toutefois son activité hépatoprotectrice n’ajamais été évaluée.

Nous nous somme alors intéressées a cette problématique et nous avons procédé a des
expériences visant a évaluer |’activité hépato-protectrice de I’ extrait des bourgeons de P.
nigra a différentes concentrations, par le dosage de I’ activité enzymatique de la superoxyde
dismutase (SOD).

Les résultats obtenus montrent que le traitement des souris avec les  deux
concentrations 100 et 300mg/kg de I’ extrait éthanolique des bourgeons de P.nigra a un effet
hépatoprotecteur contre I'intoxication induite par le paracétamol, qui est supérieur a celui
exhibé par la molécule de référence, la sylimarine, ou les activités enzymatiques de la SOD
étaient de 8,69+0,66 U/mg de protéines et 5,98+0,95 U /mg de proténes pour le test 100 et
300 respectivement.

Les divers aspects abordés dans cette étude ouvrent de nouvelles perspectives de
recherche afin d'établir le mécanisme de I'effet hépatoprotecteur des polyphénols des

bourgeons de P.nigra. A cet effet, il serait intéressant de

. Evaluer d' autres activités enzymatiques a savoir, la catalase (CAT), la glutathion
(GSH), et la glutathion peroxydase (GPX).

o Tester I extrait éhanolique des bourgeons de Populus nigra a des doses de 50mg/kg et
200mg/kg afin de confirmer I’ effet hépatoprotecteur inversement proportionnel noté.

. Tester I’ effet curatif del’ extrait brut des bourgeons de P.nigra.

. Utilisation d autres agents toxiques comme tétrachlorure de carbone (CCL4), les
aflatoxines (AFS), qui permettront de mieux déucider le mécanisme d action
hépatoprotecteur de |’ extrait de cette plante.

. Identifier et isoler les composés bioactifs responsables de cette hépatoprotection.
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Figure1: A et B, les courbes d' éalonnages de dosage des protéines.



Résumé

Populus nigra est une plante trés utilisée pour le traitement de diverses pathologies en médecine traditionnelle.
Le but de la présente étude est d'évaluer I'effet hépatoprotecteur de I'extrait éthanolique des bourgeons de
P.nigra sur un model animal intoxiqué par le paracétamol. Les résultats obtenus indiquent, une diminution de
I’activité SOD hépatique chez les souris du groupe traité avec le paracétamol (3,55 + 0,91 U/mg de protéine).
L’extrait brut aux doses de 100 et 300 mg/kg exerce un effet hépatoprotecteur contre le paracétamol ceci en
augmentant le statut antioxydant hépatique de 8,69 + 0,66 U/mg de protéine; 5,98 + 0,95 U /mg de protéines
respectivement, plus que I’ effet noté par la molécule standard silymarine (5,14 + 0,86 U /mg de protéine). Ceci
indique que le stress oxydatif qui est induit par le paracétamol dans le foie a été sensiblement atténué par le
traitement avec I'extrait en améliorant I'activité de la superoxyde dismutase (SOD). Les résultats de cette étude
suggérent que I'extrait éthanolique de Populus nigra possede des propriétés hépato-protectrices et un potentiel
thérapeutique pour le traitement des|ésions du foie.

Motsclés:

Populus nigra, Paracétamol, Hépatotoxicité, Pyrogallol, Superoxyde dismutase.

Abstract

Populus nigra is aplant widely used for the treatment of various diseases in traditional medicine. The aim of the
present study is to evaluate the hepatoprotective effect of the P.nigra ethanolique buds extract an anima model
poisoned by the acetaminophen. The Results obtained indicate a decrease in liver SOD activity in mice group
treated with paracetamol (3.55 + 0.91 U / mg protein). The crude extract at doses of 100 and 300 mg / kg exerts a
hepatoprotective effect against paracetamol this by increasing hepatic antioxidant status of 8.69 + 0.66 U / mg
protein and 5.98 + 0.95 U / mg protein respectively, more than effect of the standard molecule silymarin (5.14 +
0.86 U / mg protein. This indicates that the oxidative stress which is induced by acetaminophen in the liver was
significantly attenuated by the treatment with the extract increasing the activity of superoxide dismutase (SOD).
The results of this study suggest that Populus nigra ethanol extract has a hepatoprotective property and
therapeutic potential for the treatment of liver damage.

Keywords:

Populus nigra, Acetaminophen, Hepatotoxicity, Mice, Pyrogallol, Superoxide dismutase.
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