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Introduction

Introduction

L’automédication est un probléme de santé publique qui a pris de ’ampleur dans le
monde entier dans ces derniéres années. En Algérie, plus de 52% de la population ont recours
a I’automédication selon le syndicat national des pharmaciens. Récemment, un grand nombre

des médicaments sont connus par leur toxicité sur divers organes.

Le foie est le siége principal de la clairance des médicaments, de leur
biotransformation et de leur excrétion (Moul el bab, 2009). Les médicaments constituent une
cause importante et courante d’atteinte hépatique. De nombreux médicaments peuvent
entrainer des lésions hépatiques graves, voire mortelles. Mais malheureusement, les
mécanismes de cette hépatotoxicité ne sont pas connus pour toutes les molécules incriminées.
En revanche, de nombreux travaux expérimentaux ont été réalisés avec quelques médicaments
comme le paracétamol, 1’acide valproique, I’halothane et les analogues nucléosidiques
antirétroviraux, ces investigations ont permis d'identifier plusieurs mécanismes

d'hépatotoxicité (Fromenty, 2010).

Les médicaments pouvant endommager le foie sont catégorisés comme des agents
hépatotoxiques intrinseques ou des composés idiosyncrasiques selon que la toxicité
provoquée s’avére respectivement prévisible ou imprévisible (Bjornsson, 2016). Parmi les
médicaments qui conduisent a une insuffisance hépatique, on a sélectionné pour notre étude le
piroxicam, un anti-inflammatoire non stéroidien, inhibiteur de la cyclooxygénase,
fréqguemment prescrit pour réduire la douleur, la fiévre, I'inflammation et dans le traitement de
différentes conditions cliniques comme les troubles rhumatismaux. Il est commercialisé sous
différents noms: Piroxicam, Feldéne, Brexidol, Brexin, Durapirox, Flexase. (Lereim et
Gabor, 1985 Akogwu, 2017 ; Meunier et Larrey, 2018).

Par ailleurs, pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales
furent le principal, voire I’'unique recours de la médecine traditionnelle. Cependant, bien que
le développement de 1’industrie pharmaceutique a permis a la médecine moderne de traiter un
grand nombre de maladies, les plantes médicinales et les remeédes qu’on pouvait en tirer ne
furent jamais totalement abandonnés et les gens ne cesserent jamais de faire appel a la
médecine traditionnelle (El rhaffari et Zaid, 2004).
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D’autre part, les lichens représentent une catégorie de plante qui a été utilisée depuis
longtemps dans la médecine. Récemment, de nombreux composés chimiques qui leur sont
propres et qui sont susceptibles d’avoir des applications pharmaceutiques ont été identifiés.
Ainsi, certaines de ces molécules ont une activité antibiotique et anti-inflammatoire.
(Crawford, 2015).

Dans ce contexte, notre travail vise a évaluer I’effet hépatoprotécteur d’un extrait de lichen
contre les lésions induites par le piroxicam, un des médicaments les plus concernés par
I’automédication en Algérie. Tout d’abord nous testons 1’effet de de ce médicament sur les
enzymes marqueurs de lésions hépatiques gamma glutamyl- transpeptidase ou gamma
glutamyl-tranférase (yGT), de I‘alanine aminotransférase (ALAT) et de I‘aspartate
aminotransférase (ASAT). Ensuite, nous évaluons ’effet de I’extrait de lichen sur ces

parametres.

-
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1. Lefoie:

1.1. Définition :

Le foie un organe de couleur brune et de surface externe lisse, c’est le plus volumineux
organe interne, se trouvant sous le diaphragme dans le cadrant supérieur droit de la cavité
abdominale (fig.1). Il représente environ 2 % du poids corporel chez I’adulte, ce qui est
équivalent a environ 1400 g chez la femme et 1800 g chez I’homme (Ciacio et Mayes, 2015 ;
Dufour, 2016). Le foie recoit un double apport sanguin, environ 80 % de son sang provenant
du tractus gastro-intestinal via la veine porte et les 20 % restants sont fournis par I’artére
hépatique (Sibulesky, 2013 ; Kanel, 2017).

Le foie est I'organe principal de clairance, de biotransformation et d’excrétion des
médicaments ce qui le rend une cible privilégiée de la toxicité médicamenteuse (Moul el bab,
2009).

foie

Estomac

vésicule bilaire —

Duodénum

Figure 1 : position du foie dans le corps (Bartlett et al., 2008)
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1.2. La fonction du foie :

Le foie est un organe vital qui exerce plusieurs fonctions physiologiques essentielles au
bon fonctionnement de I’organisme, et un dysfonctionnement de cet organe peut mener a la
mortalite.

Les principales fonctions du foie sont :
e |e stockage et la répartition des nutriments issus de la digestion
e la dégradation des substances toxiques
e la synthese de la plupart des protéines du sang
e lafonction immunitaire
e la production de la bile.
(Peng et al., 2016; Vernetti et al, 2017 ;Baudine, 2017; Sadeq, 2018a)

Syntheése ot
stockage des
acides amines,
protéines,
vitaamines o1
acides gras

- —————
i Detoxification

Fittration <1
circulation
sanguine

Régulation du
glucose sanguin

g

Drainage
de la bile

Figure 2 : les fonctions hépatiques (Savary, 2014)

1. 2.1. Fonctions métaboliques des hépatocytes :

Le foie est le premier organe traversé par les substances absorbées par I’intestin :
nutriments, vitamines, médicaments et toxines. Ces substances sont ensuite extraites de
circulation sanguine et pénétrent dans les hépatocytes afin d’y étre stockées, métabolisées ou

excrétées dans la bile (Monfort, 2016).

]
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1.2.1.1. Métabolisme glucidique :

Les hépatocytes jouent un réle important dans le métabolisme des glucides en assurant
le maintien d’une glycémie normale (Lonlay et al., 2013). Cependant, lorsque la
concentration sanguine en glucose atteint un niveau trop éleve, celui-ci est converti en
glycogene (glycogenese) et stocké dans les hépatocytes; quand, au contraire, cette
concentration devient trop faible, les cellules hépatiques dégradent les réserves de glycogéne
(glycogénolyse) (Bender et Castaing, 2017). Les hépatocytes peuvent synthétiser le
glycogene a partir des lipides ou des protides (néoglycogenese) et convertir en glucose

différentes substances non glucidiques telles que les acides aminés (Dadoun, 2012).

Le fole stocke
le glucose sous forme

de glycogéne

Glycogéenese

Figure 3 : le métabolisme des glucides (Traynard, 2010)

1.2.1.2. Le métabolisme lipidique :

Les hépatocytes se montrent trés actifs dans le métabolisme des lipides. Ils captent ainsi
les acides gras et les estérifient en triglycérides qu’ils stockent. Ils synthétisent également du
cholestérol, des phospholipides et des lipoprotéines plasmatiques (Vors et al., 2014). Les
hépatocytes constituent aussi un site de stockage des vitamines et d’oligo-eléments (ex. : fer,

cuivre) en plus de leur implication dans le métabolisme de certaines hormones (Carip, 2014).
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1.2.1.3. Le métabolisme protéique :

A partir des acides aminés issus de la digestion, les hépatocytes synthétisent de fagon
continue la plupart des protéines plasmatiques, y compris I’aloumine et la majorité des
glulobines (hémoglobine, globuline...) et les facteurs de la coagulation (Mony et Duclos-
Vallée, 2014).

1.2.2. La détoxification :

Les systemes de détoxication assurent une biotransformation des substances étrangeres
(xénobiotiques) pour diminuer leur lipophilie, augmenter leur polarité et favoriser leur

élimination.
La détoxification se déroule en trois phases :

e La phase | est dite de fonctionnalisation : corresponds principalement a des
réactions d’oxydation, mais aussi a des réactions de réduction et d’hydrolyse,
catalysées par les cytochromes P450 (CYPs). (Buxeraud et al., 2016, Pankewich,
2016)

e La phase Il est dite de conjugaison : transforme les substances oxydées issues de la
premiére phase en molécules hydrosolubles par différents mécanismes. On parle alors
de sulfoconjugaison, de glucurono-conjugaison, de détoxication par méthylation ou
par acétylation. (Rowland et al., 2013; Blaurock-Busch, 2014) .

e Une derniére phase dite de solubilisation : prend en charge d’éliminer enfin les
métabolites de 1’organisme alors devenus hydrosolubles, grace a la bile (Berthou,
2014 ; Guérineau, 2010)

]
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Pénétration Phase. I PlPase.II lfh?se !II
iiteazeliolairs Oxydation Conjugaison Elimination
CYP450 Transférase Transporteurs

@ wor
Molécules

apolaires \ ’:‘:li‘l::::s
lnosoivie: Cellule hépatique “ hydreotubles.

Excrétion urine,
bile

Figure 4 : biotransformation des xénobiotiques dans un hépatocyte (Savary, 2014)

1.2.3. Le rb6le immunitaire :

Le foie joue un réle dans la régulation de la réponse immunitaire grace au vaste réseau
de vaisseaux lymphatiques qui le draine ainsi qu’aux macrophages hépatiques (cellules de
Kupffer). Les cellules de Kupffer interviennent dans les fonctions immunitaires par leur

propriété de phagocytose (Moul el bab, 2009).
1.2.4. La formation et excrétion de la bile

La formation de la bile est un mode d’élimination par le foie de produits du catabolisme
qui ne sont pas éliminés par le rein. La sécrétion biliaire intervient principalement dans
I’excrétion des produits de dégradation de 1’hémoglobine (bilirubine) et de dérivés du
cholestérol (acides biliaires). Elle intervient également dans I’élimination de nombreux
métabolites des médicaments, apres leur transformation au sein des hépatocytes (Beaugerie et
Sokol, 2014 ; Jaeschke, 2008).
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2. Le piroxicam :

2.1. Définition :

Le piroxicam (PRX) est un medicament anti-inflammatoire non stéroidien avec une
activité antipyrétique (Akogwu et al., 2017). C’est un membre de la famille des oxicam,
appartenant a la classe Il selon le Biopharmaceutics Classification System (BCS) ; ce qui
signifie que PRX présente une faible solubilité aqueuse et une perméabilité membranaire
élevée (Emamietal., 2018 ; Linetal., 2015).

2.2. Structure et propriétés chimiques :

e les noms commerciaux Feldene , Brexin, cycladol, pirosol , pirocam

e nom de UICPA (8E)-8-[hydroxy-(pyridin-2-ylamino)méthylidene]-
(international union of pure and 9-méthyl-10,10-dioxo-10A6-thia-9-azabicyclo[4.4.0]
applied chemistry) déca-1,3,5-trién-7-one. (Shohin et al., 2014 )

e composé chimique (PRX, 4-hydroxy-2-méthyl-N- (2-pridinyl) -2H-1,2-

benzothiazine-3- carboxamide 1,1-dioxyde)

e formule structurelle de
piroxicam
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e Formule moléculaire C15-H13-N3-04-S
e La masse moléculaire 331,35 g/mol
e point de fusion 198 4 200 °C
e demi-vie plasmatique environ 2 jours
e la demi-vie d’¢élimination 30-86 houres

Les caractéristiques de piroxicam :

Le piroxicam se présente comme un inodore, blanc a poudre jaune clair sous forme
de monohydrate. (Vieira et al., 2018) ; Il a une activité inhibitrice non sélective sur COX-1
et COX-2. (Garofalo et al., 2017)

2.3. Utilisations cliniques :

Le piroxicam est principalement utilisé pour traiter les maladies inflammatoires sévéres telles
que la polyarthrite rhumatoide, I’arthrose, la spondylarthrite ankylosante (maladie de
Bechterew), la tendinite, la bursite et pour les douleurs non liées au systtme musculo-
squelettique, par ex. dysménorrhée primaire et douleur post-opératoire. Il réduit la douleur,
I’enflure des articulations, raideur matinale, et améliore la fonctionnalité des articulations

pendant la polyarthrite chronique. (Sadeq , 2018 a).
2.4. Propriétés pharmacocinétiques :

La pharmacocinétique correspond au sort du médicament (appelé aussi principe actif) dans
I’organisme. Elle a pour but de définir la dose, le rythme d’administration et la durée de
traitement. Elle explique qu’il est nécessaire d’adapter les traitements dans certaines situations

particulieres comme I’insuffisance rénale, la grossesse...etc.

La pharmacocinétique est composée de 4 étapes qui forment I’acronyme ADME pour :

-
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1 « I’absorption, appelée aussi résorption 2 « la distribution ; 3 « la métabolisation, appelée
aussi biotransformation ; 4 « I’élimination. (Caruba et Jaccoulrt, 2015)

1/Absorption
Le piroxicam est absorbé rapidement et completement apres administration orale, il
présente une pharmacocinétique linéaire dans la plage thérapeutique et a une demi-vie varie
entre 30 et 60h.
2/Distribution
Le piroxicam se lié a environ 99 % aux protéines plasmatiques, sa distribution

principalement a I’espace plasmatique et extracellulaire.

3/Métabolisme

Le piroxicam est métabolisé de diverses facons, y compris: I’hydroxylation en 5' -
hydroxyl-piroxicam qui peut étre encore conjugué pour former le glucuronide, la
cyclodéshydratation, la décarboxylation, la N-déméthylation, le cycle la contraction,
I’hydrolyse du groupe amide et la conjugaison subséquente des produits hydroxylés
(Scarpignato, 2013).

4/Elimination
Le piroxicam et ses métabolites sont excrétés principalement dans I’urine et la bile dans les
excréments (seulement environ 5 % -10 % de la dose administrée), lls subissent un recyclage

entéro-hépatique, puis réabsorbé dans I’intestin gréle (Shohine et al., 2014).

2.5. Mode de liaison du piroxicam :

L ancrage moléculaire protéine-ligand a été utilisé pour évaluer les modes de liaison et les
énergies entre COX-1 ou COX-2 et le médicament PRX.

Dans COX-1 (Figures 5), le résidu Ser530 forme une liaison hydrogene avec le groupe
carboxamide de la PRX, tandis qu’une deuxieme liaison hydrogéne implique le Tyr355

groupe hydroxyle et la fraction benzothiazine du médicament.

Dans COX-2 (figures 5), la méme liaison hydrogéne se produit entre Tyr355 et le groupe
benzothiazine, tandis que le L’interaction Ser530-carboxamide est perdue et une nouvelle
liaison hydrogéne, impliquant la chaine latérale Arg120 et le groupe benzothiazine, se

produit.

.
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Ainsi, Arg120 est la clé restante pour I’inhibition sélective de la COX-2, avec Ser530 et
Tyr355 identifiées comme déterminants liés non spécifies.

Figure 5: vue schématique des interactions entre COX-1 (A), COX-2 (B) et PXM (Pyr1l).

( Campion et al., 2015 )

2.6. Le mécanisme d’action des AINS :

Le mécanisme d’action des AINS repose principalement sur I’inhibition de la cyclo-
oxygénase, enzymes qui permettent la production de prostaglandines a partir de 1’acide
arachidonique. Il existe deux isoenzymes de la cyclo-oxygénase (Geffroy et Friocourt,
2015 ; Divadi et Yuliani, 2015).

La COX-1 constitutive a un rble physiologique. Elle permet la synthese des
prostaglandines (PG) intervenant dans I’estomac (cytoprotection), les reins (maintien du flux
sanguin rénal) et la synthese du thromboxane A2 plaquettaire (vasoconstriction et agrégation
plaquettaire). Son inhibition est donc responsable des effets indésirables des AINS (toxicité

gastrique, diminution du flux sanguin rénal et effet antiagrégant plaguettaire).




Partie Bibliographique

La COX -2 essentiellement inductible conduit a la libération de prostaglandines ayant un
role dans la fievre, la douleur, I’inflammation, la prolifération cellulaire, mais aussi la
cicatrisation et la fonction rénale. Elle gouverne la synthése de prostacycline ou PGI 2
(prostaglandine vasodilatatrice et anti-agrégante ) par les cellules endothéliales ( Bouvenot et
Caulin, 2012 ; Descroix et Serrie, 2013 ; Nuhrich, 2015 ; Slim et al., 2016).

| Phospholipides membranaires

l Phospholipase A2
* ‘ Acide arachidonique
/

Cox1
« constitutionnelle »

cox 2
« inductible »

I'd g
Prostaglandines
Thromboxane A2
AINS classiques Prostacycline

[ Anti-pyrétique Anti-inflammatoire Antalgiques ]

= ==

Figure 6: mécanisme d’action des AINS et effet secondaire. (Meunier et Larrey, 2018)

2.7. Les effets indésirables :

Bien que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) soient tres efficaces, leur utilisation

est associée a un large spectre d’effets secondaires (Bortolon et al., 2008) :

E
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a/Des dommages gastro-intestinaux : des ulcérations et des perforations de I’intestin et
de I’estomac qui peuvent également étre fatal, des constipations ; des diarrhées ; des
douleurs abdominales (Lyn et al., 2011).

b/ Des effets cardiovasculaires : I’infarctus du myocarde, AVC, et les événements

thrombotiques qui peuvent tous conduire a la mort.
¢/ Respiratoire : des infiltrats pulmonaires et éosinophiles.
d/ Systéme nerveux : mal de téte, vertiges, somnolence, fatigue et transpiration.

e/ Systémes sensoriels : une vision floue et des yeux qui brilent avec perte auditive

neurosensorielle permanente et acouphenes (Aronson, 2016 ; Hale et Rowe, 2017).

.
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3. L’hépatotoxicité médicamenteuse :

3.1. Définition des lésions hépatiques induites par un médicament (LHM) :

L hépatotoxicité est définic comme le pouvoir d’une substance de provoquer des
dommages au tissu hépatique ; cela intervient généralement suite a une prise de médicaments.
(Rachel, 2009), de produits chimiques, compléments alimentaires, ou de plantes. (Navarro et
al., 2014 ; Chalasani etal., 2015 ; Bjornsson, 2015).

L’hépatotoxicité survient lorsqu’un métabolite réactif est formé en grande quantite,
débordant ainsi les systémes protecteurs. Le métabolite provoque alors des lésions

moléculaires variées (Moul el bab, 2009).

3.2. Mécanisme général de I’hépatotoxicité médicamenteuse :

Les médicaments pouvant endommager le foie sont habituellement catégorisés comme des
agents hépatotoxiques intrinséques ou des composés idiosyncrasiques, selon que la toxicité

provoquée s’avere respectivement prévisible ou imprévisible.
3.2.1. Hépatotoxicité intrinséque (prévésible) :

Elle correspond a une action directe du xénobiotique sur des constituants cellulaires vitaux
sans intervention de systéeme immunitaire. La toxicité prévisible a les caractéristiques

suivantes :

- elle est dose-dépendante apparaissant aprés un court délai (1-12 semaines) de I’atteinte
initiale (Chalasani et al., 2014 ; Yuetal., 2014).

- des facteurs genétiques ou acquis peuvent moduler cette toxicité (Fontana, 2014 ;
Monfort, 2016)

3.2.2. Hépatotoxicité idiosyncrasique :

L’hépatotoxicité idiosyncrasique est dose indépendante et apparait avec une période de
latence plus langue (jusqu’a 12 mois) (Leise et al., 2014 ; Mégarbane et al., 2007). Ce type
d’hépatotoxicité n’est pas prévisible et ne touche qu’une petite proportion des sujets traités

(Shingo et Tsuyoshi, 2015, Gonzalez et al., 2016), il s’agit de toxicité indirecte, 1’effet

B
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toxique de la substance est non reproductible chez 1’animal et vraisemblablement d’ordre

immunologique. Différents mécanismes moléculaires peuvent y conduire. (Bernier, 2010 ;

Bourliére et al., 2007).

3.3. Les symptdmes de I’hépatotoxicité :

Bien qu’une différence de signes et de symptébmes puisse varier beaucoup d’un
médicament a l’autre, et d’un patient a I’autre, certains signes communs associés a
I’hépatotoxicité induite par les médicaments comprennent: la fiévre, les douleurs
abdominales accompagnées de nausées et de vomissements, la jaunisse, les éruptions cutanées
et I’éosinophilie dans certain cas de réactions d’hypersensibilité, ainsi que le prurit
(Devarbhavi, 2012 ; Gonzalez et al., 2016 ; Goodman, 2016, Saithanyamurthi et Faust,
2016 ; Kanel, 2017)

3.4. Les facteurs de risques impliqués dans I’hépatotoxicité

meédicamenteuse :

Les facteurs les plus communs impliqués dans 1’hépatotoxicité médicamenteuse sont :

- l’automédication par les agents antimicrobiens ; les antituberculeux, les antagonistes
du TNF (tumor necrosis factor), les médicaments cardiovasculaires et les agents du

systéme nerveux central (Bjornsson, 2015 ; Shehu et al., 2016) ).

- la consommation de produits a base des plantes comme extrait du thé vert ;

glucoside de séné (senna alexandrina) ; ainsi que certains nutriments (Larrey, 2013)

&
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Figure 7 : facteurs de risques impliqués dans 1’hépatotoxicité médicamenteuse.

3.5. Mécanismes de I’hépato-toxicite :

Les médicaments sont métabolisés au niveau du réticulum endoplasmique des

hépatocytes par les P450s et d’autres enzymes en métabolites réactives. Les mécanismes

impliqués dans 1’hépatotoxicité médicamenteuse comprennent :

3.5.1. Mort cellulaire (apoptose et nécrose) :

Une des caractéristiques de LHM est la mort des hépatocytes ou parfois des cholangiocytes

et des cellules endothéliales. Différents modes de mort cellulaire sont rencontrés avec
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différents médicaments. Les deux formes les plus courantes de mort cellulaire dans

I’hépatotoxicité médicamenteuse sont I’apoptose et la nécrose.

Cependant, les mécanismes impliqués dans la mort des hépatocytes sont les suivants :

(1) Le médicament est métabolisé rapidement par les P450 ou d’autres enzymes en

métabolites réactifs (RM) toxique.

(2) les métabolites réactifs (RMs) est habituellement détoxifiés par des antioxydants
comme le glutathion. Cependant, la déplétion du glutathion peut permettre aux
métabolites réactifs de se lier de maniere covalente aux protéines hépatiques. Ceci

peut conduire a une réponse immunitaire par I’activation des cellules T cytotoxiques.

(3) La génération des ROS dans les mitochondries peut également conduire
I’inhibition de la chaine de transport d’électrons (ECT) et I’ouverture des pores de
transition de perméabilité mitochondriale (MPT). Cela peut conduire a I’effondrement
de la respiration mitochondriale, I’inhibition de la synthése de I’ATP et la mort

cellulaire par nécrose.

Inflammatory cytokines
promote liver damage

Caspases
Drug
—p NECrOSiS ¢
Apoptosis {} Reactive metabolit:

@ @ Glutathione

‘ Hepatic proteins

Figure 8 : les différents mécanismes impliqués dans la mort cellulaire par 1’hépatotoxicité
médicamenteuse (Shehu et al., 2016).




Partie Bibliographique

3.5.2. Formation de métabolites réactifs (bioactivation) :

Le métabolisme des médicaments implique normalement la décomposition des composes
lipophiles plus de substances hydrosolubles qui peuvent étre facilement excrétées hors du
corps. Cependant, la biotransformation médicamenteuse peut parfois conduire a la formation
de produits chimiques, réactifs ou métabolites qui peuvent se lier aux acides nucléiques, aux
protéines cellulaires et aux lipides, entrainent ainsi des dommages a I’ADN, une perte de la
fonction protéique et une peroxydation lipidique. La génération de métabolite réactif
provoque des dommages au niveau du foie résultant de I’activation de la réponse immunitaire
ou d’un stress dans le réticulum endoplasmique (ER) et les mitochondries (Shehu et al.,
2016).

3.5.3. Réaction immunitaire et lésions hépatiques :

Des inflammations récurrentes au niveau du foie peuvent étre la cause de
I’aggravation de la toxicité hépatique ou bien le résultat de cette toxicité. Dans le premier cas,
le systéme immunitaire va réagir pour éliminer 1’agent pathogene via 1’activation de différents
types des cellules immunitaires (LB, LT, macrophages, cellules dendritiques, cellules NK...).
Cette activation est 1’une des causes de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6, IL-1pB...) qui sont des inhibiteurs du métabolisme hépatique des xénobiotiques et des
modulateurs d’autres ¢éléments intervenant dans I’ADME (absorption, distribution,
métabolisme et excrétion), et donc des co-facteurs aggravant la toxicité des médicaments dans
le foie. Dans le deuxiéme cas, le traitement d’un patient par un médicament peut étre lui-
méme un activateur de ce systeme ; par exemple, la formation d’un adduit aux protéines par
un médicament ou bien la lésion hépatocytaire causée par une molécule stimulant I’immunité

contre le soi causant des dégats au niveau du foie (Monfort, 2016 ; Njoku, 2014).
3.5.4 Dysfonction mitochondriale :

Les mitochondries représentent 1’organite central de la cellule ou I’énergie est produite
pour la normale fonction cellulaire. De hombreux médicaments utilisés cliniqguement ciblent
cet organite peuvent provoquer une toxicité par interférer avec différentes fonctions des
mitochondries, telles que la B-oxydation des acides gras, formation de pores de transition de
perméabilité mitochondriale (MPTP), phosphorylation oxydative et réplication de I’ADN

mitochondrial. Le MPTP est un pore protéique localisé dans la membrane interne de la

=
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mitochondrie. L’induction des pores MPTP augmente la perméabilité mitochondriale a des
molécules supérieures a 1,5 kDa, ce qui permet I’entrée de I’eau et les ions aiment le calcium
dans les mitochondries et I’échappement des protons. Par conséquent, les mitochondries
peuvent subir un gonflement et une rupture de la membrane mitochondriale externe. Cela
conduit a une perturbation du gradient électrochimique, perte de potentiel membranaire,
génération des ROS et déplétion d’ATP due a effondrement de la chaine de transport
d’électrons et a 1’activation d’autre voie de stress (Xuan et al., 2018; Fromenty, 2010b ;
Bernardi et Lisa, 2014).

Pore de transition de
perméabilité mitochondriale (PTPM)
PTPM
l ATP synihcse H* eau
o0 ® H* .i @ O
[ - g
> . -~
Protéines
Cat++ matricielles
Stress oxydant
Bax )
Cyt. ¢, AlF,
procaspases...
WVIE MORT (nécrose, apoptose)

Figure 9: pore de transition de perméabilité mitochondriale (Berson, 2005).
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Figure 10 : les différents mécanismes impliqués dans 1’hépatotoxicité médicamenteuse

(Lee , 2003)




Matériel et Méthodes

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel biologique :

1.1.1 Lesrats:

L’expérimentation a été réalisée sur 16 rats males adultes de souche Wistar albinos,
ayant un poids moyen de 306.74 g, provenant de 1’animalerie de 1’Université des freres
Mentouri- Constantine. Les rats sont loges dans des cages en plastiques ou chaque cage
regroupe 4 rats. Ils ont libre accés a I’eau et a la nourriture.

Les rats sont maintenus a une température ambiante 25°C. lls ont été traités
conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur le soin et I’utilisation des

animaux d’expérimentation.

Figure 11: photo prise d’une cage de rats.

1.1.2 Préparation de I’extrait de lichens :

Une solution d’éthanol de 500ml (100ml éthanol+ 400 ml eau distillée) est préparée
puis chauffée pendant 20 minutes sur un bec benzene jusqu’a 1’ébullition. Ensuite dix
grammes de matiére végétale sont macérées dans la solution. Apres 24h, le macérat est filtré
deux fois successives (la premiére filtration sur papier filtre Wattman et compresse et la
deuxiéme sur papier filtre seulement), en fin L’extrait éthanolique est conservé au

réfrigérateur jusqu’a utilisation.
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Figure 13: lichens
broyeés en poudre (109)

Figure 14: chauffage
de la solution
éthanolique.

Figure 15 : macération
en milieu éthanolique

Figure 16 : filtration

1.2. Traitement des rats :

Afin de reproduire un modéle d’hépatotoxicité, nous avons utilisé le piroxicam 20mg/ml

fabriqué par SAIDAL groupe .

Les rats sont divisés en 4 lots et traitées comme suit :

— 1% lot (c) : un lot contrdle qui regoit chaque jour 1 ml d’eau par voie orale (gavage).

— 2°™ ot (p) : les rats recoit quotidiennement 1 ml de I’extrait par gavage.

— 3°™ ot (T): recoit, un jour sur deux, une injection intra péritonéale de piroxicam.

Les doses utilisées sont successivement 2 mg/rat et 3 mg/rats.

— 4°™ ot (T+P) : recoit un jour sur deux une injection intra- péritonéale de piroxicam

(méme protocole que le lot T). Aprés une semaine ; les rats regoivent quotidiennement

1 ml de I’extrait par voie orale.

Le traitement a été réalisé dans une période de 3 semaines.

E
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Figurel? : injection intra péritonéal du Figure 18: administration de I’extrait par le
piroxicam. gavage.

1.2.1- Prélévement sanguin :

Le sang est prélevé par ponction cardiaque aprés 21 jours du traitement. Aprées le
prélevement sanguin, le sang est mis dans des tubes héparinés et centrifugé a 6000
tours/minute pendant 10 minutes : les plasmas sont conservés a (-20°C) pour les dosages
biochimiques des transaminases (ALT, AST ety -GT).

1.3. Effet des différents traitements sur les marqueurs des lésions
hepatiques :

1.3.1. Dosage de I’activité glutamyltransferase : (y-GT)

— Principe :
Gamma-glutamyltransferase y-GT catalyse le transfert du groupement y-glutamyl du y-
glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide en glycylglycine en libérant 3-carboxy-4-nitroalinine. La
concentration catalytique est déterminée par le taux de 3-carboxy-4-nitroaniline formé.
- glutamyl-3-carboxy-4-nitroalilide _y-GT _ y- glutamyl-glycylglycine + 3-carboxy-4-

nitroaniline

— Méthode :
Leactivité enzymatique de y-GT a été mesurée en utilisant le kit BioSystems GAMMA-
GLUTAMYLTRANSFERASE.
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Le dosage s‘effectue dans une cuve du spectrophotometre, en mélangeant 1 ml du mélange
réactionnel avec 100 pl du plasma.
La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur d‘onde

410 nm.

Leactivité de 1°‘enzyme est calculée selon la formule:

o Vix 108
AAIMIN Y —— =L
gxlxVs

e: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 410 nm est égale 6300.
| : le trajet optique égal a 1 cm.

Vt : le volume réactionnel total est 1,1 a 25°C.

Vs : le volume d'échantillon de 100 ul a 25°C.

AA/min: L‘accroissement moyen est calculé suite a cette formule:

AA/min= AD0*3333 (U/L)

1.3.2. Dosage de ’activité de I’alanine-amino transférase (ALT/ TGP) :

— Principe :
L‘alanine-aminotransférase (ALT ou TGP) est une enzyme qui catalyse le transfert du
groupement amine de 1‘alanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate. La
concentration catalytique est déterminée en utilisant la réaction couplée de la lactate-
déshydrogénase (LDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340 nm.

Alanine +2 — Oxoglutarate_ ALT |~ Pyruvate + Glutamate
Pyruvate + NADH + H+_1LDH, Lactate + NAD+

— Méthode :
Lactivité enzymatique de TGP a ét¢ mesurée en utilisant le kit BioSystems ALANINE
AMINOTRANSFERASE. Le mélange réactionnel est formé de deux réactifs le premier est
une solution de Tris (150 mmol/L), L-alanine (750 mmol/L) et lactate-déshydrogénase
(> 1350 U/L). Le deuxieme est formé de NADH (1,9 mmol/L), 2-oxoglutarate (75 mmol/L),
Hydroxyde de sodium (148 mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).

=
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La méthode de dosage consiste & mélanger dans la cuve du spectrophotometre 1 ml du
mélange réactionnel avec 100 ul de plasma.

La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur d‘onde
340 nm.

Leactivité enzymatique du TGP de I'échantillon est calculée selon la formule suivante:

- Vtx 108
AAmIn Y —— =/
exlxVs

&: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.
| : le trajet optique égal a 1 cm.

V1 : le volume réactionnel total est 1,100 a 30°C.

Vs : le volume d'échantillon de 100ul a 30°C.

AA/min: L‘accroissement moyen est calculé suite a cette formule:

AA/min= AD0*3333 (U/L)

1.3.3. Dosage de ’activité de I’aspartate-aminotransférase (AST/ TGO)

— Principe :
L‘alanine-aminotransférase (AST ou TGO) est une enzyme qui catalyse le transfert du
groupement amino de 1‘aspartate au 2-oxoglutarate, en formant 1‘oxaloacétate et le glutamate.
La concentration catalytique est déterminée, en utilisant la réaction couplée de la malate-
déshydrogénase (MDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340 nm
Aspartate + 2 — Oxoglutarate ﬂ» Oxalacetate + Glutamate
Oxalacetate + NADH +H+_MDH_ Malate + NAD+

— Méthode :
Lactivité enzymatique de TGO a été mesurée en utilisant le kit BioSystems ASPARTATE
AMINOTRANSFERASE. Le meélange réactionnel est formé de deux réactifs, une solution de
Tris (121 mmol/L), L-aspartate (362 mmol/L), malate-déshydrogénase (> 460 U/L) et lactate-
déshydrogénase (> 660 U/L) et une solution formée de NADH (1,9 mmol/L), 2-oxoglutarate
(75 mmol/L), Hydroxyde de sodium (148 mmol/L) et sodium azide (9,5 g/L).
Le dosage s‘effectue dans une cuve du spectrophotométre, en mélangeant 1 ml du mélange

réactionnel avec 100 pl du plasma.

-
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La lecture des absorbances est effectuée chaque minute pendant 3 min a une longueur d‘onde
340 nm.
L*activité de 1‘enzyme est calculée selon la formule:
Vix 108
AAIMIN X ——— =UIL
gxlxVa

&: le coefficient d'extinction moléculaire du NaDH a 340 nm est égale 6300.
| : le trajet optique égal a 1 cm.

V1 : le volume réactionnel total est 1,1 a 30°C.

Vs : le volume d'échantillon de 100 ul a 30°C.

AA/min: L‘accroissement moyen est calculé suite a cette formule:

AA/min= ADo0*3333 (U/L)

1.4 . Etude statistique :

L'analyse statistique a été réalisée grace au logiciel « graph Pad prism 5». Les résultats
obtenus sont exprimés par la moyenne plus ou moins I'écart type.

La comparaison de moyennes a été réalisée par le test « t de Student » dont le seuil de

signification est p < 0,05 .
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Résultats

2. Résultats :

2.1. Changements morphologique et comportementaux :

Les rats montrent des changements morphologiques et comportementaux, apres une semaine
de traitement par le piroxicam, on a remarqué une fatigue avec une chute de poiles et des
diarrhées. Apres la dissection, nous avons remarqué que la taille du foie est plus grande et sa

couleur est devenue plus foncée, comparativement au controle.
2.2. Effet de traitements sur la croissance et le poids des rats :

Les résultats montrent que le poids des rats contrdles reste stable durant la 1%¢ et la 2°™
semaine il commence a augmenté a partir de la 3°™ semaine. Le traitement des rats avec le
piroxicam n’a pas d’effet sur les poids des rats on observe une croissance uniquement la 3°™
semaine. L’extrait de lichen seul entraine une perturbation de la croissance des rats
comparativement au contrdle, par contre en association avec le piroxicam, il entraine une

diminution de poids et de la croissance des rats.
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Figurel9 : effet des différents traitements sur les poids des animaux
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Résultats

2.3. Effet de traitements sur les lésions hépatiques :
2.3.1 Effet de ’extrait de lichens sur I’activité de I’enzyme Y GT :

La (figure 20) montre 1‘effet des différents traitements sur 1‘activité de I’enzyme Y GT. Les
résultats signalent que le traitement des rats par le piroxicam entraine une augmentation tres

significative (p=0,019) de 1‘activité de I’enzyme Y GT comparativement au controle.

Cependant, le traitement des rats par 1’extrait de lichen entraine une diminution non
significative de 1‘activité enzymatique du Y GT. L’administration de I’extrait, par contre, chez
les rats traités par le piroxicam diminue I’activité de I’enzyme de maniére tres significative

(p=0,009) comparativement au lot traité par le piroxicam seul.
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Figure 20: effet de I’extrait de lichen sur I’activité de I’enzyme Y GT (exprimé en UI/L, **
trés significatif comparativement au contrdle p<,0.01, ** trés significatif comparativement au
piroxicam p<,0.01)
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2.3.2 Effet de lichen sur ’activité de I’enzyme TGP (ALAT) :

Les résultats (figure 21) indiquent que le traitement par le piroxicam entraine une diminution

non significative de I’activité enzymatique comparativement au controle.

Le traitement des rats avec le piroxicam ou méme avec ’extrait de lichen entraine une
diminution non significative de I’activité de 1’enzyme TGP. L’administration de 1’extrait une
semaine apres le piroxicam diminue ’activité de 1’enzyme TGP de maniere tres significative

(p=0.003, p=0.007 comparativement au contréle et au piroxicam respectivement).

Il semble que I’extrait de lichen n’a pas d’effet sur 1’activité de I’enzyme TGP.
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Figure 21: effet de I’extrait de lichen sur I’activité de I’enzyme (exprimé en UI/L, ** tres
significatif comparativement au contréle p<,0.01, ** trés significatif comparativement au
piroxicam p<,0.01)
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2.3.3 Effet du traitement sur ’activité de I’enzyme (TGO/ASAT) :

Les résultats (figure22) signalent que le traitement par le piroxicam réduit 1’activité de
I’enzyme TGO. Pareillement, 1’extrait de lichen entraine une inhibition (significative
p=0,027) de I’activité de cette enzyme.

L’extrait de lichen administré, chez les rats traités par le piroxicam, diminue
significativement 1’activité de TGO comparativement aux rats traités par le piroxicam seul.
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Figure 22: effet de I’extrait de lichen sur ’activité de I’enzyme TGO I’enzyme (exprimé en
UI/L, *significatif comparativement au contréle p<,0.05, ** trés significatif comparativement
au piroxicam p<,0.01)
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3. Discussion :

«» Effet de traitement sur la croissance des rats :

Nos résultats montrent que le piroxicam n’a pas d’effet sur la croissance de rats, de méme
I’extrait de lichens semble n’a aucun effet sur le poids corporel des rats. L’étude de (Dhadde
et al., 2014) sur le piroxicam a reporté un résultat similaire sur 1’évolution de poids de rats.
Aussi, I’effet de 1’extrait de lichen semble lier a I’effet de son composé majeur I’acide usnique
qui est utilisé dans 1’industrie pharmaceutique comme un agent amaigrissant (Durazo et al.,
2004).

% Effet de piroxicam sut I’activité des enzymes marqueurs de Iésions hépatiques :

Les études ont révélé que le mécanisme de I’hépatotoxicité du piroxicam concerne a la fois
I’altération de la synthese de I’adénosine triphosphate par les mitochondries et la production
de meétabolites actifs cytotoxiques, en particulier le 5-hydroxy piroxicam (Sahu ,2015).
L’enzyme Y GT est une glycoprotéine trouvée principalement dans les membranes des
cellules ayant une activité importante de sécrétion et d’absorption telles que les hépatocytes,
les cellules épithéliales biliaires, les tubules rénaux, le pancréas et I’intestin (Earhi , 2012 ;
Corentin, 2015 ; Rosales, 2008). Elle est souvent considérée comme un margueur non
specifique des lésions hépatiques qui augmente lors de I’exposition aux médicaments
(Botton, 2007). Elle catalyse la coupure de molécules peptidiques contenant un groupement
gamma-glutamyl par une réaction d’hydrolyse ou de transpeptidation correspondant au
transfert du groupement glutamyl d’un donneur a un accepteur. C’est la seule enzyme capable

de cliver le glutathion et ses sulfo-conjugués (Boige et Buffet ,1997).

Nos résultats indiquent que le piroxicam entraine une augmentation significative de 1’enzyme
Y GT. L’¢lévation de I’activité de cette enzyme est observée chez les patients présentant des
Iesions hépatiques chroniques, ou une obstruction biliaire, des tumeurs hépatiques, alcoolisme
chronique, et certains médicaments comme les anticoagulants, hypolipémiants, les

anticonvulsivants et les contraceptifs (Farhi, 2012).

Dans notre étude, la fonction hépatique a été évaluée par la mesure des concentrations
plasmatiques en ALAT et ASAT. La permeéabilit¢ membranaire et la fonction de transport

sont altérées par les hépatocytes endommagés, ce qui conduit a la fuite des enzymes des

-
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cellules donc a la diminution des taux d’ALT et d’AST a l’intérieure des cellules et a

I’augmentation de ces taux dans le sérum (Mohan et al ., 2011).

D’autre part, les résultats montrent une diminution de 1’activité des transaminases TGP et
TGO. Ces résultats sont contradictoires avec ceux enregistrés (Shaheen et al ., 2017) qui ont
démontré que I'utilisation d’un dérivé de sulfoné du piroxicam augment 1’activité de ces
enzymes de méme Sahu, 2015, sur les souris ou il a constaté que le piroxicam augmente
I’activité des enzymes TGP, TGO et phosphatase alcaline. En outre, une dose de 10 mg du
piroxicam administré par voie orale pendant deux mois chez des patients atteints d’arthrose ne
produit aucun effet hépatotoxique, alors qu’une dose de 20 mg /j, entraine des lésions

hépatocellulaires cholestatique ( Sadeq , 2018) .

Il semble dans notre cas que le piroxicam induit des lésions au niveau d’autres organes, autres

que le foie ou bien la dose injectée est insuffisante pour induire des lésions hépatiques.

% Effet de P’extrait de lichens sur D’activité des enzymes marqueurs de lésions

hépatiques :

Nos résultats montrent que ’extrait de lichen réduit Iactivité des trois marqueurs de
lésions hépatiques YGT, TGP, TGO. La diminution de ces marqueurs indique une
diminution des lésions hépatiques. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par
(Shukla et al ., 2018) qui ont prouvé que le traitement avec I'extrait de lichen diminue
I’activité des enzymes Y GT, TGP, TGO dans un modéle d’hépatotoxicité induit par

I’alcool.

En outre, les lichens sont riches en métabolites secondaires bioactifs tels que les depsides
et les dipsidones, I’acide Atranorin, les terpénoides, les stéroides, les anthraquinones, les
xanthones et 1’acide usinique, ayant de nombreuses propriétés pharmacologiques, anti-
inflammatoires, antibiotiques , antioxydantes , analgésiques et antipyrétiques. (Kosanic et
Rankovic , 2015 ; Oettl et al., 2014 ; Shukla et al.,2010). L’effet anti-inflammatoire des
lichens a été également démontré par (Bauer et al ., 2012) qui ont reporté que les
composants depside et dipsidone sont de puissants inhibiteurs des prostaglandines E2
synthase-1 microsomique (m PGES-1) (Oettl et al. ,2013).

.
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4. Conclusion et perspective :

L’hépatotoxicité médicamenteuse représente un probléme majeur pour 1’industrie
pharmaceutique et la santé publique, le nombre d’études en matiére de recherche de nouvelles
molécules capables de prévenir ou méme d’améliorer I’hépatothoxicité médicamenteuse, reste
tres limitée.

Dans ce contexte, I’objectif de notre travail était de rechercher un éventuel effet
hépatoprotecteur d’un extrait de lichen chez les rats traités par le piroxicam. Les résultats ont
montré une augmentation de 1’activité des enzymes yGT et une diminution de ’ALT et I’AST
chez les rats traités par le piroxicam ce qui suggere I’existence de 1ésions hépatiques.

D’autre part, nos résultats montrent que 1’administration concomitante de 1’extrait
éthanolique du lichen & une dose de 1 ml avec piroxicam inhibe I’activité des enzymes yGT,
ALT et AST. Ce qui confirme I’existence d’un pouvoir protecteur dans I’extrait.

Il ressort de cette étude que le lichen est une plante prometteuse dans le domaine
phytothérapeutique vu sa richesse en molécules bioactives et vu sa capacité protectrice vis- a

vis I’hépato-toxicité médicamenteuse.

Néanmoins, ce travail reste préliminaire et plus superficiel, il est nécessite d’autres études

approfondies pour mieux se concentrer sur les effets révélés et de caractérise :
- les types d’altérations hépatiques a travers une étude histologique.
- I’étude de I’activité d’autres enzymes comme la catalase, la phosphatase alcaline...etc

- I’étude de quelques parametres de stress oxydatif.
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Abstract

The objective of this study is to test the hepatoprotective effects of lichen on piroxicam-
induced liver injury in wistar rats using biochemical approaches. The study was conducted on
a group of 16 rats divided into 4 lots: a control group, a lot treated with piroxicam, a batch
treated with lichen extract by gavage and the last batch is treated with piroxicam plus |
‘extract. The effect of the treatment was tested first on the growth of the rats. But also, on the
activity of some markers liver lesions gamma glutamyl transpeptidase or gamma glutamyl
tranferase (yGT), alanin aminotransferase (ALAT) and aspartate aminotransferase (ASAT).
The results show that treatments with piroxicam or lichen extract have no effect on rat growth
and weight. On the other hand, the treatment with piroxicam increases the enzymatic activity
of yGT and decreases that of the TGO and TGP may exist the existence of liver damage.
Administration of the lichen extract alone or in combination with piroxicam reduces the
activity of the three enzymes yGT, TGO and TGP. In conclusion, the lichen extract appears to

have a protective effect against piroxicam-induced lesions.

Key words: lichens, hepatotoxicity, piroxicam, bioactive molecules.
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L'objectif de cette étude est de tester les effets hépatoprotecteurs du lichen sur les Iésions hépatiques
induites par le piroxicam chez les rats wistar a I'aide des approches biochimiques. L'étude a été réalisée sur
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lichen semble avoir un effet protecteur contre les Iésions induites par le piroxicam.
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