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Introduction

1. Introduction

L’alcoolisme est défini par une dépendance définitive et incurable aux boissons
alcoolisées, caractérisé par une perte du contréle de la consommation et un besoin
obsédant d’alcool (Brissette, 2009 ; Menercier et al., 2017).

La consommation abusive d’alcool est responsable du déces de 3,3 millions de
personnes par an dans le monde. En Algérie, 1’alcool est derriere 0,9% du total des
déceés selon le rapport de I’OMS (2014). Cette situation fait de la lutte contre

I’alcoolisme un enjeu de santé publique majeur.

L’alcool agit sur les différentes parties du corps. Il influence la perception,
I’attention et la capacité de réaction. Il produit également des effets sur les émotions
et le comportement, ainsi que sur les fonctions physiologiques élémentaires telles que
la régulation de la température du corps et la respiration (Wang, 2010 ; Naassila,
2017).

La consommation chronique d’alcool peut occasionner des atteintes

organiques importantes. Les plus graves touchent le foie (Cassard et al., 2017).

Chez les buveurs excessifs de 1’alcool, quatre types de lésions tissulaires
hépatiques peuvent étre observés : stéatose, fibrose, hépatite alcoolique et la cirrhose.

Ces lésions peuvent étre observées isolément ou conjointement (Stickel et al., 2017).

En 2004, le médecin frangais Olivier Ameisen, cherchant désesperément a
guérir son alcoolisme, teste le médicament « Bacloféne » sur lui-méme et constate
qu’a fortes doses il supprime le besoin irréversible de boire (Ameisen, 2005). En
2008, il publie son livre témoignage « Le dernier verre » en fait ainsi connaitre le
médicament pour traiter 1’alcoolisme au grand public, et toute forme d’addiction a une

drogue (Ameisen, 2008).

Le bacloféne est un analogue structural de 1’acide gamma amino-butyrique
« GABA » agissant autant qu’agoniste du récepteur GABAR, cette caractéristique lui

confere des propriétés myorelaxantes (Labat et al., 2017).
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Du fait de 1’augmentation de son usage a forte dose pour le taitement de
I’alcoolisme, les effets indésirables de bacloféne risque d’étre plus fréquents et le
seuil de toxicité franchi (Vandroux et al., 2015), c’est celui-Ci qui a poussé nos
collaborateurs de I’université d’Abu bakr bel kaid Tlemcen a synthétiser un nouvel

analogue de ce dernier afin de limiter ses effets indésirables et notamment sa toxicité.

Pour comprendre et traiter les addictions, on étudiera les effets biologiques du

bacloféne et son analogue vis-a-vis I’alcoolodépendance.

Pour ce faire, on a commencé tout d’abord par le développement d’un modéle
alcoolique chez les rats, et puis on a testé I’effet des deux analogues sur la

consommation d’alcool et le comportement des rats.

Par la suite, on a étudié I’effet de deux analogues sur les 1ésions hépatiques
induites par I’alcool en mesurant 1’activit¢é enzymatique du gamma glutamyl-
transpeptidase ou gamma glutamyl-tranférase (yGT), de 1‘alanine aminotransférase
(ALAT) et de 1°aspartate aminotransférase (ASAT).
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Syntheése bibliographique

2. Synthese bibliographique
Chapitre 1 : Pinflammation

1. Définition de ’inflammation

L’inflammation est définie par la réponse des tissus vivants, vascularisés, a
une agression. C’est un processus habituellement bénéfique : son but est d’éliminer
’agent pathogene et de réparer les Iésions tissulaires (Raiten et al., 2015 ; Singh et al.,
2017).

L’ inflammation peut étre néfaste du fait de I’agressivité de 1’agent pathogene,
de sa persistance, du si¢ge de I’inflammation, d’anomalies mais aussi de la présence
de régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative

des cellules intervenant dans I’inflammation (Baizabal-Aguirre et al., 2014).

L’inflammation fait intervenir des cellules, des vaisseaux, des modifications
de la matrice extracellulaire et de nombreux médiateurs pro ou anti-inflammatoires
pouvant modifier ou entretenir la réponse inflammatoire quel que soit son siege, et la
nature de 1’agent pathogéne (Robinson, 2016) (figurel). Le déroulement d’une
réaction inflammatoire présente des caractéres morphologiques généraux et des
mécanismes communs (Alzolibani et Zedan, 2012). Néanmoins, les différentes étapes
présentent des variations liées a la nature de 1’agent pathogéne, a 1’organe cible et au
terrain physiologique de I’héte. Tous ces éléments conditionnent 1’intensité, la durée

de la réaction inflammatoire et ’aspect 1ésionnel (Sinclair, 2014 ; Barnig, 2016).

2. Les types de I’inflammation

2.1. Inflammation aigué

C’est une réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques
jours ou semaines), d'installation souvent brutale. Elle est caractérisée par des

phénomeénes vasculo- exsudatifs intenses (Zhao et al., 2013 ; Meyer et al., 2017).
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Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais
peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante (Stewart, 2009 ;
Duetal., 2015 ; Varela et al., 2017).

| ORIGINE

EXOGENE
(Infection)

ENDOGENE

{réactions d'hypersensibilité)

SIGNAL DE DANGER

LOCALE ADAPTEE

Aigue ou chronique Défense/Réparation
(exemple : une plaie infectée)
REPONSE
cenerALE <« T mvADAPTEE
Suraigué Maladies inflammatoires
(exemple : le choc septigue) Spécifiques d'organe

ou systémiques

3 Séquences d'événements
1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)

2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

v v
SIGNES LOCAUX SIGNES GENERAUX
Douleur, Rougeur, Chaleur, Oedéme Fievre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffisance circulatoire

Figure 1 : Schéma représentant les différentes étapes de la réaction inflammatoire.
(Prin et al., 2009).

2.2. Inflammation chronique
Les inflammations chroniques n'ayant aucune tendance a la guérison

spontanée et évoluent en persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou
plusieurs années (Fernandes et al., 2015). On peut distinguer deux types de

circonstances de survenue des inflammations chroniques :
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* les inflammations aigués évoluent en inflammations prolongées subaigués et
chroniques lorsque l'agent pathogene initial persiste dans les tissus (détersion
incompléte) ou lorsqu’une inflammation aigué récidive de fagcon répétée dans le
méme organe en entrainant a chaque épisode des destructions tissulaires de moins en
moins bien réparées (Smolen et al., 2009 ; Bishehsari et al., 2016).

* Les inflammations peuvent parfois se manifester d'embler sous une forme
apparemment chronique. La phase aigué vasculo-exsudative est passée inapercue car
elle est souvent bréve et asymptomatique. C'est souvent le cas de maladies auto-
immunes, ou d'infections ou les mécanismes dys-immunitaires sont prépondérants
(exemple : hépatite chronique active secondaire a une infection par le virus de
I'népatite B ou C) (Pradalier et Cauvain, 2006 ; Coutier et al., 2017).

Macrophage Elimination of microbes,
dead tissue
Source of Immune . \ ) — Source of mediators
mediators response ) (cytokines, others)
(histamine, others) »’/’ /4 Role in immune
response

Smooth
muscle

90 Q9
VESSELS ° & )
Qe"
| Polymorphonuclear  Plasma Source of mediators
/ leukocyte proteins (m‘t(r)n's r?XIde'th .
Endothelium cytokines, others)
Basement/L
membrane "

W
Complement: mediators of inflammation, % 0

"Efli':“::;?"bemg elimination of microbes Exlracellular
X matrix proteins r
deadtissue | | Clotting factors and kininogens: sl »1 Repalr

mediators of inflammation

Fibroblasts e

Figure 2 : les composants de la réponse inflammatoire.
(Abadjian, 2012).
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Chapitre 2 : toxicité de I’éthanol

1. Métabolisme de I’éthanol

Le foie étant le principal organe responsable du métabolisme de 1’éthanol, il
est donc trés sensible a la toxicité de cette molécule. Les cellules concernées sont
essentiellement les hépatocytes, mais les cellules de Kiipffer peuvent aussi participer a
ce métabolisme (Ceni et al., 2014).

L’alcool est métabolisé en acétaldéhyde par 3 voies oxydatives principales :

La voie de I’alcool déshydrogénase (ADH) dans le cytosol, la voie du systeme
microsomal de 1’é¢thanol (MEOS) impliquant le cytochrome P4502E1 dans le
réticulum endoplasmique et enfin une voie mineure, celle de la catalase dans le
peroxysome (Heindel, 2016).

La voie de ’ADH est responsable de la majeure partie du métabolisme, elle
intervient lorsque les concentrations sanguines en éthanol sont faibles (0,2 & 2 mM).
Pour de plus fortes concentrations (10 a 15 mM), le métabolisme s’effectue par la
voie du MEOS. Il s’agit d’une voie inductible dans laquelle I’acétaldéhyde est pris en
charge par 1’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) mitochondriale pour former de
I’acétate. Ce dernier passe dans la circulation générale pour étre finalement dégrader
en CO2 dans les tissus (Lemoine et Serfaty, 2011).

L’oxydation par ’ADH et I’ALDH entraine la réduction du nicotinamide
adénine di nucléotide oxydé (NAD) en nicotinamide adénine di nucléotide réduit
(NADH) (Wesolowski et al., 2016).

La production de 1’acétaldéhyde forme des adduits avec les protéines et
I’ADN. Ces adduits sont responsables des réactions inflammatoires et immunes.
L’acétaldéhyde stimule la production de collagéne par les cellules étoilées du foie. 11
entraine un dysfonctionnement mitochondrial, participe a I’induction du stress
oxydant et inhibe 1’activation des facteurs de transcription PPARa (peroxisome
proliferator-activated receptor o) et SREBP-1 (stérol regulatoryelement-binding
protein de type 1) dont les genes sous-contréle interviennent dans la béta oxydation

des acides gras et la lipogenése (Odile et al., 2014).
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Peroxysomes

Circulation

Catalase

Ethanol ADH _ Acétaldéhyde
Cytosol CH,CH,OH / \ " CH,CHO

NAD* NADH

cvaA

‘ NADPH + H*+ O, NADP* + 2 H,O ’

Microsomes
Mitochondries

Figure 3 : Schéma représentant le métabolisme hépatique de I’éthanol.

(Teixeira, 2015).

2. Toxicité de I’éthanol

La consommation excessive d’alcool est un probléme majeur de santé
publique responsable d’une augmentation des risques de morbidité et de mortalité.
Une enquéte téléphonique réalisée par le Comité frangais d’éducation (année 2009)
pour la sant¢ a noté que 20 % (30 % des femmes et 15 % des hommes) d’un
échantillon représentatif de la population francaise, agée, de 18 a 77 ans étaient
complétement abstinents et 80 % consommaient de 1’alcool. Parmi les personnes
sondées, 25 % consommaient de 1’alcool de maniére occasionnelle (moins de trois
verres par mois), 25 % de maniere réguliere (au moins une fois par semaine), mais en
quantité modeérée, et 30 % plusieurs fois par semaine. Aux Etats-Unis, environ 9,6
millions de personnes sont des buveurs excessifs, données expliquant que la cirrhose

soit la douzieme cause de déces dans ce pays (Mathurin, 2009).

La surmortalité observée chez les consommateurs réguliers d’alcool est en

rapport avec le développement de plus de 60 pathologies (Gonzélez et al., 2014).
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Métabolisme de I'éthanol

I Y

Especes réactives de l'oxygene Acétlaldéhyde ,
Radical hydroxyéthyle
I Aldéhydes de la peroxydation lipidique
Activation I
NF-«xB
l Adduits aux protéines

Réponse inflammatoire par l

activation de I'expression de :
- Cytokines proinflammatoires
- Chimiokines / l

Réponse inflammatoire par [m— ) —
activation des CK - Réponse immunitaire
- Production de cytokines (CK : cellule présentant I'antigéne) :
- Production de chimiokines || = Activation de lymphocytes
- Production d'anticorps
- Production de cytokines

Figure 4 : Rdle des produits du métabolisme de I’éthanol dans le développement de la

réponse inflammatoire. (Odile et al., 2014).
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Chapitre 3 : Maladies alcooliques du foie

1. Alcool et inflammation

Le caractére tres inflammatoire de I'hépatite alcoolique est majoritairement

attribué a la libération de nombreuses cytokines (Sha et al., 2015 ; Teixeira-Clerc,

2015). Des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a dans les cellules de

kupffer. Un mécanisme reconnu d’activation des cellules de Kupffer conduisant a

I’hépatite alcoolique est leur activation par les lipopolysaccharides, un composant des

parois des bactéries Gram- présentes dans le tube digestif (Ballestri, 2016). Les

lipopolysaccharides provoquent 1’activation des cellules de Kupffer via deux types de

récepteurs : le CD-14 et le TLR-4 (toll- like receptor-4), a ’origine de cascades de

signalisation qui aboutissent a la production d’espéces réactives de 1’oxygene et de

cytokines en particulier TNFa (Gonzélez et al., 2014 ; Sun, 2015).

% cellules hépatiques

biliaire - ‘Kq.pffer

2 4
y °[209%, |
499% i

lymphocytes
19
stellaire \
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B S ) S
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B ] .
10% 1288\ 7
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72 %

Cellules de Kupffer
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Figure 5 : Immunité du foie et inflammation. (Cassard-Doulcier et Perlemuter, 2011).
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2. Maladie alcoolique du foie
Chez les buveurs excessifs ayant une maladie alcoolique du foie, quatre types

de lésions tissulaires hépatiques peuvent étre observes :

e Stéatose.

e Fibrose.

e Hépatite alcoolique.

e Cirrhose.

e Cancer du foie.
Ces lésions peuvent étre observées isolément ou conjointement (Lahmek et Nahon,
2009 ; Park et al., 2016 ; Cassard et al., 2017).

2.1. La stéatose hépatique
La stéatose hépatique a été longtemps considérée comme une entité bénigne. Il

est maintenant ¢tabli que la présence d’une stéatose est un facteur prédictif
indépendant de progression rapide de la fibrose, mais ’influence de 1’importance de
la stéatose sur la progression de la fibrose reste débattue. La survie a long terme des
patients ayant une stéatose isolée est clairement diminuée par rapport a celle de
contrdles abstinents. Aprés un suivi moyen approximativement de dix ans, les patients
ayant une stéatose alcoolique décédaient plus fréquemment que ceux ayant une
stéatose non alcoolique (74 % vs 25 %) et développaient plus de cirrhose (21 % vs 1
%). Vingt-cing pour cent des decés observes chez les buveurs excessifs étaient liés a
une cirrhose et 75 % attribués aux autres pathologies liées a la consommation d’alcool
(Martagon et al., 2015 ; Sugimoto et Takei, 2016).

La stéatose est une Iésion histologique fréquemment observée et définie par
I’accumulation d’acides gras sous forme de triglycérides dans le cytoplasme des
hépatocytes. Elle se traduise le plus souvent par de larges vacuoles refoulant le noyau

en périphérie. Un foie stéatose contient plus de 5% de lipides (Mellor et al., 2015).
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Figure 6 : Schéma représentant le mécanisme de la stéatose hépatique.

(Cassard-Doulcier et Perlemuter, 2011).

2.1.1. Mécanismes de la stéatose hépatique
La stéatose hépatique est la manifestation la plus précoce de la maladie

alcoolique du foie, et que I’on retrouve chez la majorité des consommateurs excessifs
d’alcool (90-95 %) (Gavrilyuk, 2014).

L’ensemble de ces effets favorise le développement de la stéatose.
* une élévation du rapport NADH/NAD, qui modifie de nombreuses voies
métaboliques conduisant a une perturbation du métabolisme des glucides et des

lipides (stéatose).
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Les especes réactives de 1’oxygene, espéces trés oXydantes pour certaines,
produites directement par le cytochromeP4502E1, et indirectement par 1’élévation du
rapport NADH/NAD. Ceci conduit au développement d’un stress oxydant (Trabut et
al., 2014 ; Gross, 2017).

En général, les personnes atteintes d’une Stéatose hépatique ne présentent pas
de symptomes. Cependant, certaines personnes rapportent de I’inconfort dans
I’abdomen au niveau du foie, de la fatigue, une sensation générale de malaise et un
vague inconfort. La consommation excessive d’alcool altére les mécanismes de
régulation impliqués dans 1’équilibre lipidique. L’alcool est responsable d’une
augmentation de la synthése d’acides gras et de triglycérides hépatique. Les dépdts
lipidiques intrahépatocytaires prennent soit un aspect macrovacuolaire, avec un
unique globule intracellulaire pouvant induire un déplacement du noyau en périphérie,
soit un aspect microvésiculaire, avec de multiples gouttelettes, habituellement

disposées autour du noyau (Hardy, 2016).

La stéatose est la conséquence d’une accumulation de triglycérides dans les
hépatocytes. Ces triglycérides sont issus de 1’estérification de trois acides gras avec un
glycérol-3-phosphate. Les acides gras utilisés pour la synthese des triglycérides
hépatiques proviennent non seulement du pool plasmatique d’acides gras non
estérifiés, issus de la lipolyse du tissu adipeux, mais également des acides gras néo
synthétisés a partir du glucose par la voie de la lipogenése hépatique (Wang, 2016).
Les acides gras peuvent alors servir de substrats pour produire de I’énergie
principalement par la voie de 1’0oxydation mitochondriale, étre estérifiés et stockes
sous forme de triglycérides dans des gouttelettes lipidiques ou sécrétés danse sang
sous forme de lipoprotéines de trés faible densité(Ver Low Density Lipoproteins
[VLDL]). La stéatose résulte d’un déséquilibre de 1’homéostasie lipidique hépatique
associant un apport accru d’acides gras dans le foie et une diminution de leur
utilisation (Levene et al., 2012).

e Augmentation de la lipolyse du tissu adipeux et excés de captage des
acides gras par le foie.
e Augmentation de la synthése de novo d’acides gras par la voie de la

lipogenése.
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e Diminution de I’oxydation mitochondriale des acides gras.
e Réduction de I’export des lipides sous formée VLDL.

e Inhibition de la lipolyse des triglycérides.

2.2. L hépatite alcoolique
L’hépatite alcoolique est observée chez environ 20 % des patients. Elle

survient dans un contexte d’intoxication éthylique chronique et peut étre
symptomatique ou évoluer a bas bruit. Sa forme sévere, 1’hépatite alcoolique aigué,
associe une insuffisance hépatique et un ictére et est mortelle dans 40 % des cas
malgré la corticothérapie. L’hépatite est définie histologiquement par 1’association
d’une souffrance hépatocytaire (clarification, ballonnisation, nécrosehépatocytaire et
présence de corps de Mallory) et d’une infiltration hépatique a polynucléaires
neutrophiles (Naveau, 2009 ; Papandreou, 2015).

Le caractere trés inflammatoire de I'hépatite alcoolique est majoritairement
attribué a la libération de nombreuses cytokines. En réponse a ces cytokines, le foie va
synthétiser des protéines de l'inflammation et les leucocytes circulant vont étre attirés
dans les sinusoides hépatiques, y adhérer puis pénétrer dans le lobule pour y créer un
infiltrat inflammatoire caractéristique de I'népatite alcoolique (Ambade, 2016). La
pathogénie de I’hépatite alcoolique est dépendante d’un stress oxydant et d’une
réaction inflammatoire qui ont pour principales origines le métabolisme de 1’éthanol

et les médiateurs produits par les cellules inflammatoires (Joshi, 2016).

2.2.1. Mécanismes de I’hépatite alcoolique
Le stress oxydant généré par ’alcool joue un role majeur dans la genese des

Iésions hépatiques liées a I’alcool (Kim et al., 2017).

Les principales sources de formes réactives de 1’oxygeéne sont le CYP2EL lors de
I’oxydation de I’éthanol et la chaine respiratoire mitochondriale du fait de
I’augmentation de NAD par I’ADH et I’ALDH, et de la diminution Del ‘activité des
complexes de la chaine respiratoire et du contenu en glutathion (GSH) mitochondrial.
Le stress oxydant s’accompagne d’une augmentation de la peroxydation lipidique
avec formation de peroxydes lipidiques (4-hydroxynonenal [4-HNE] et de Malon

aldéhyde [MDA]) (Al-Eryani, 2014 ; Nahas et Im, 2017).
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L’acétaldéhyde formé au cours du métabolisme de 1’alcool test une molécule tres
réactive qui est également a 1’origine d’une oxydation des protéines et d’altérations de
I’ADN .Ces altérations oxydatives déterminent une cytotoxicité et favorisent la mort
des hépatocytes par nécrose ou apoptose. Outre les lésions cellulaires directes, les
adduits peuvent constituer des néo-antigenes et induire une réaction auto-immune.
Enfin, le stress oxydant diminue I’activité de la protéase contribuant ainsi a la
formation des corps de Mallory, corps hyalins fortement eosinophiles correspondant a
des agrégats de filaments de cytokératine dans le cytoplasme clarifié des hépatocytes,

et a I’aggravation des atteintes hépatiques (Aloona et al., 2017).

De nombreux travaux indiquent que la physiopathologie de I’hépatite
alcoolique est sous-tendue par un processus inflammatoire dans lequel les
macrophages résidents du foie, les cellules de Kuper, jouent un réle majeur. L’alcool
déclenche un stress oxydant, favorise unedysbiose intestinale, augmente Ila
translocation intestinale du LPS vers le sang portal et active le systtme du
complément (Burra et Germani, 2017). Ces phénomenes conduisent I’activation des
cellules de Kupffer qui acquierent un phénotype pro-inflammatoire associé a la
production de cytokines notamment le TNFa. Il existe un effet synergique entre
I’alcool et le LPS car I’alcool augmente la sensibilité des cellules de Kupffer au LPS
en favorisant I’activation d’ERKI1/2. La surproduction de médiateurs pro-
inflammatoires qui en résulte, favorise la stéatogenéseet contribue a la progression
vers I’hépatite en favorisant 1’apoptose hépatocytaire, le recrutement de cellules
inflammatoires, principalement des polynucléaires neutrophiles, et 1’activation des
mécanismes de fibrogénes. Outre le role des cellules de Kupffer, des travaux ont
démontré le role des cellules NKT dans les lésions hépatiques liées a 1’alcool
(Strakovsky, 2015 ; Lanthier et Spahr 2016).

Les cellules de Kupffer sont également une source importante de radicaux
libres dans le foie via 1’activation de NAD PH oxydase potentialisant ainsi le stress
oxydant hépatique .En outre, I’activation des cellules de Kupffer parle LPS et le
complément conduit a la production d’IL-6, une cytokine hépato protectrice et d’IL-
10, une cytokine anti-inflammatoire, qui en activant STAT3 dans les hépatocytes et

les cellules de Kupffer, respectivement, s’opposent aux effets délétéres des cytokines
14
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pro-inflammatoires en favorisant la régénération, et en réduisant I’inflammation et

I’atteinte hépatocytaire (Wei et al., 2014 ; Liang, 2015).

Le foie possede une capacité unique a se régénérer en réponse a une lésion
induite par des agents toxiques. Au cours de la régénération hépatique, les hépatocytes
quiescents sont soumis a un ou deux cycles de réplication pour rétablir la masse du
foie par un processus d’hyperplasie compensatoire. En situation pathogénique ou la
prolifération des hépatocytes est inhibée, les cellules progénitrices bipotentes
proliferent et se différencient en hépatocytes ou en choanocytes. La consommation
chronique d’alcool inhibe la prolifération hépatocytaire dans un modele
d’hépatectomie partielle mais les effets de 1’alcool sur la régénération hépatique

restent mal connus chez I’homme (Michelotti et al., 2013 ; Weber et Lammert, 2017).

2.3. La fibrose

Les ¢épisodes d’hépatite alcoolique répétés conduisent a 1’activation des
mécanismes de fibrogénes. La fibrose hépatique est définie par 1’accumulation
progressive d’une matrice extracellulaire de composition altérée dans le parenchyme

hépatique en réponse a une agression chronique (Nahon, 2009 ; Tan et al., 2017).

La mesure de l'importance de la fibrose est donnée par sa classification en
stade. Il y a cing stades (FO: pas de fibrose; F1: fibrose minime; F2: fibrose
significative (s'‘étendant hors du parenchyme hépatique); F3: fibrose sévere (s'étendant
en pont avec d'autres aires de parenchyme hépatique); F4: cirrhose ou fibrose avancée
(Weber et Lammert, 2017).

Des valeurs seuil pourraient permettre de distinguer les différents stades de
fibrose, mais chez les personnes ayant une maladie alcoolique du foie, les meilleures

valeurs seuil n'ont pas encore été déterminees (Pavlov et al., 2015).

2.3.1. Meécanismes de la fibrose
La fibrose s’étend des zones 1ésées vers I’ensemble du lobule hépatique
conduisant & une altération structurale et fonctionnelle du foie. La progression de la
fibrose s’accompagne dans 20 % des cas environ, d’une évolution vers la cirrhose
caractérisée par la formation de nodules hépatiques avec des signes de régénération

(Wynn, 2008 ; Lata, 2010 ).
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La cirrhose expose a des complications sévéres telles que I’hypertension
portale, ’insuffisance hépatique, sources d’une morbidité et d’une mortalité élevée.
De plus, elle expose a un risque élevé de carcinome hépatocellulaire avec une
incidence annuelle de carcinome hépatocellulaire sur cirrthose de 3 a4 %. L’activation
des cellules fibrogéniques du foie joue un rdle majeur dans le processus de
fibrogenése et fait intervenir les métabolites de 1’alcool, I’inflammation hépatique, le
stress oxydant et I’apoptose des hépatocytes (Aloman et al., 2011 ; Zeybel et al.,
2015).

Physiopathologie de la fibrose Les cellules fibrogéniques du foie proviennent
de différentes populations cellulaires, notamment les cellules étoilées du foie (CEF),
les fibroblastes portaux et les cellules dérivées de la moelle osseuse (Addy et al.,
2013). Les cellules étoilées du foie restent aujourd’hui les cellules fibrogéniques les
mieux caractérisées. Dans le foie normal, elles sont localisées dans 1’espace sous-
endothélial sous un phénotype quiescent et sont principalement impliquées dans le
stockage des rétinoides. Apres une lésion hépatique, ces cellules subissent un
processus d’activation phénotypique en myofibroblastes sous ’action de cytokines
fibrogéniques et de facteurs décroissance produits dans leur environnement. Ces myo
fibroblastes migrent vers le site de la Iésion, proliférent et synthétisent les composants

de la matrice extracellulaire (Lucey, 2007).

De plus, elles sécretent des inhibiteurs tissulaires de métallo protéases, les
TIMP-1 et TIMP-2, qui inactivent les enzymes impliquées dans la dégradation de la
matrice extracellulaire. La fibrose est donc un processus dynamique de cicatrisation
exagérée et résulte d’un déséquilibre entre synthese, dép6t et dégradation des
constituants matriciels. Les myo-fibroblastes sécretent également des facteurs
décroissance, des chimiokines et des cytokines, en particulier le régulateur clé de
I’activation des cellules étoilées du foie, le TGFa 1. Enfin, les myo-fibroblastes sont
des cellules contractiles qui contribuent au développement de |‘hypertension portale

en augmentant la résistance intra-hépatique (Tan et al., 2017).
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2.4. Cirrhose alcoolique
Quand la consommation d’alcool perdure, une cirrhose du foie peut survenir.

En cas de souffrance prolongée des cellules du foie, celles qui sont mortes ou
endommagées sont remplacées par un tissu cicatriciel (appelé fibrose). En
s’aggravant, la fibrose modifie totalement le tissu hépatique, le foie devient dur,

pierreux : c’est la cirrhose (Pruis, 2013 ; Donnadieu-Rigole et al., 2015).

Le foie atteint de cirrhose perd progressivement ses capacités de synthése de
substances indispensables telles que les protéines et les facteurs de la coagulation
sanguine. Il perd aussi sa capacité a ¢éliminer les éléments toxiques pour 1’organisme
(dont I’alcool). La cirrhose du foie se développe petit a petit, de fagon insidieuse
(Poupon, 2010 ; Paugam-Burtz, 2011). Au début, il arrive souvent que le patient ne se
plaigne d’aucun trouble particulier. A un stade avancé, la cirrhose peut entrainer une
jaunisse, des cedéemes des membres inférieurs et des troubles de la conscience pouvant
aller jusqu’au coma profond. La cirrhose du foie est irréversible (Cave et al., 2016). Si
la cirrhose a atteint un stade avancé et qu’elle est accompagnée d’une insuffisance
hépatique (le foie ne fonctionne plus), le patient peut avoir besoin d'une greffe du foie
(Voitot, 2006 ; Liang, 2015).

2.5. Cancer du foie
Le cancer du foie consiste en un développement anormal de cellules

cancéreuses au niveau du foie, qui forment une excroissance appelée tumeur
hépatique (Oishi et al., 2014). Elle est souvent maligne, soit nocive pour 1’organisme,
et de développe au detriment de la bonne structure du foie. Le cancer du foie
s’accompagne des mémes symptomes que la cirrhose, et peut s’avérer mortelle (Balbo
et Brooks, 2015). Au cours de la maladie alcoolique du foie, la pathologie hépatique
évolue selon plusieurs stades, caractérisant une atteinte hépatique croissante : la
stéatose, la stéatohépatite, la fibrose et le stade final, la cirrhose, avec ou sans

hépatocarcinome (Peck-Radosavljevic, 2014 ; Reeves et al., 2016).
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Figure 7 : Mécanisme général du stress oxydatif induit par divers facteurs sur la
maladie du foie. (Sha et al., 2015).
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Partie expérimentale

3. Partie expérimentale
3.1. Matériels et méthodes

3.1.1. Matériel biologique

L’étude a été réalisée au niveau de 1’animaleric de la faculté SNV sur 20
rattes de la souche Wistar albinos (provenant de 1’animalerie de 1’Université des
Freres Mentouri Constantine) agées de 45 jours, 1’¢levage est effectué a température

ambiante dans des cages en plastique. Les animaux ont acces libre a I’eau et 1’aliment.
3.2. Effet du baclofene et son analogue sur la dépendance alcoolique

3.2.1. Développement du modele de dépendance alcoolique

L’étude a eté réalisée sur 20 rattes divisées en 5 lots :

- Les 4 premiers lots : Durant les 3 premiers jours de traitement et afin de
permettre aux rattes de déguster 1’alcool, le biberon d’eau est remplacé la nuit par un
biberon d’éthanol 5 %. Ensuite et pour le reste de la période du traitement chaque
cage sera munies de 2 biberons un rempli d’eau et ’autre d’éthanol 15%.

Les animaux auront donc acces libres a I’eau et a 1’éthanol durant les 24 heures.

- Le lot control : La cage est munie d’un seul biberon contenant 1’eau.

Les quantités d’eau et d’éthanol consommées sont mesurées chaque 24 h et
exprimées en g d’éthanol par kilogramme de rat (g/kg). L’étude s’est étalée sur une
période de 8 semaines et les rattes ont été traitées par 1’éthanol 3 jours successifs par

semaine.
L’éthanol est administré aux rattes selon deux voies :

1- Voie orale : chaque cage est munie d’un biberon d’eau et 1’autre d’éthanol

de volumes égaux.

L’éthanol est administré a une concentration de 10% durant la premiére semaine,
ensuite & 15% pour le reste de la durée de traitement. Les animaux ont acces libre aux

deux liquides.

2- Voie respiratoire : un coton imbibé d’alcool chirurgical 70% est mis dans

chaque cage afin d’améliorer le mécanisme de dépendance.
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3.2.2. Traitement de la dépendance alcoolique

3.2.2.1. Le bacloféne

Le bacloféne est un agoniste des récepteurs centraux et périphériques de
I’acide gamma-amino-butyrique B, dont [D’activation provoque une action
myorelaxante et génére un puissant effet dépresseur du systéeme nerveux central. Il

possede également un effet addictolytique, via une action anti-craving (Thill et al.,
2016).

CH, — NH, C

CH—CH,— 0, H

C1

Structure moléculaire Structure 3D

Figure 9 : Molécule du bacloféne (Thill et al., 2016).
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Nous avons utiliseé dans nos expérimentations la forme commercialisée
BACRO 10 mg du laboratoire : INDUSTRIA FARMACEUTICA NOVA
ARGENTIA SPA-VIA.

Figure 10 : Image photographiée qui présente la forme commercialisée
du bacloféne.

3.2.2.2. Analogue du baclofene

Synthétisé par le laboratoire de 1’université Abou-Bekr Belkaid Tlemcen,

mimétique de ce dernier.
3.2.2.3. Traitement

Le traitement est réalisé sur des rattes ayant préalablement développées une

dépendance alcoolique. Les rattes sont divisées comme suit :

v' Lot 1:la cage est munie d’un biberon d’eau et les rattes regoivent chaque jour
1 ml d’eau distillée par gavage.

v' Lot 2: la cage et munie de deux biberons. Un biberon d’eau et I’autre
d’éthanol a 15%. Les rattes regoivent chaque jour 1 ml d’eau distillée par
gavage.

v' Lot 3: la cage est munie de deux biberons. Un biberon d’eau et I’autre
d’éthanol a 15%. Les rattes recoivent chaque jour une dose de 1,5 mg/kg de

bacloféne par voie orale.
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v' Lot 4: la cage est munie de deux biberons. Un biberon d’eau et ’autre
d’éthanol a 15%. Les rattes regoivent chaque jour 0,5 ml d’analogue par
gavage.

v Lot 5: la cage est munie d’un seul biberon d’eau. Les rattes regoivent chaque
jour une dose de 1,5 mg/kg du bacloféne par gavage.

v' Lot 6 : la cage est munie d’un seul biberon d’eau. Les rattes re¢oivent chaque

jour une dose de 0,5 ml d’analogue par gavage.
Les volumes d’eau et d’éthanol consommés sont mesurés chaque 24h.

Chaque jour les biberons d’eau et d’éthanol sont échangés de gauche a droite et

vice versa.

Apres une semaine, la dose du bacloféne et de 1’analogue est augmentée a 3

mg/Kkg par jour.

3.3. Effet du baclofene et son analogue sur le comportement des

rattes

Apres le développement du model alcoolique des tests de comportement ont

été réalisés.
3.3.1. Le test de champs ouvert (open fild)
Principe

Le dispositif est une plateforme en plexiglas (70cm x70 cm x 40 cm) divisée
en deux zones. Une zone centrale de 35 cm2 et une zone périphérique. Chaque rat et
placé individuellement au centre du plancher et laissé 5 min d’exploitation. Un
animale considéré comme anxieux aura tendance a préférer les zones périphériques
(Zimcikova et al., 2017).
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Figure 11 : Image photographiée qui présente le dispositif du test de comportement
(Open Field).

Le temps que I’animal passe dans la périphérie et le centre est chronométrie.
3.3.2. Le test de la boite claire/obscure (light/darck box)
Principe

Le test repose sur la nature des rats qui préférent les endroits obscurs. Cette
conduite éthologique est utilisé pour estimer le degré d’anxiété chez I’animale. Le test
se fait sur le méme dispositif que le test précédant (test de champs ouvert) apres avoir
divisé le plancher en deux compartiments un obscure éclairé par une lampe rouge
faible et I’autre a été laissé transparent (exposé a la lumiere du jour) une ouverture
jouant le réle de porte a été cree entre les deux compartiments pour permettre a
I’animale de se déplacer librement entre les deux compartiments.

Au début du test les rattes sont placées dans la zone claire et I’activité

comportementale a été enregistrée pendant 5 min (Zewde et al., 2017).

Le temps passe dans les deux chambres est chronométré.
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Figure 12 : Image photographiée qui illustre le dispositif du test d’obscurité.

3.4. Effet du bacloféne et son analogue sur les lésions hépatiques

Prélevement sanguin

Un prélevement oculaire est réalisé aprés 4 semaines de traitement de la dépendance

et le plasma est conservé a 20°C.
3.4.1. Dosage du gamma-glutamyltransférase (y-GT)
3.4.1.1. Principe

La gamma-glutamyltransférase (y-GT) catalyse le transfert du groupe gamma-
glutamyl de la y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide a la glycylglycine, libérant le 3-

carboxy-4-nitroaniline.

La concentration catalytique est déterminée a partir de la vitesse de formation de la 3-

carboxy-4-nitroaniline, mesuré a 410nm.

Y — Glutamyl — 3 — carboxy — 4 — nitroanilide + Glycylglycine

GT
—r Y — Glutamyl — glycylglycine + 3-carboxy-4-nitroaniline
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3.4.1.2. Mode opératoire

Le dosage de y —GT est mesuré en utilisant le kit de Biosystems GAMMA.-
GLUTAMYL TRANSFERASE (y —GT).

Le réactif de travail est préparé on mélangeant deux réactifs :

Le réactif A composé de Glycylglycine (206,25 mmol/L), hydroxyde de
sodium (130 mmol/L) et le réactif B comprenant le y -glutamyl-3-carboxy-4-
nitroanilide a une concentration de 32,5 mmol/L. Le réactif de travail est préchauffé a
30 °C, puis on mélange 1ml du réactif de travail avec 0,1ml de plasma dans la cuve de

mesure.

La 'absorbance est mesurée chaque minute pendant 3 min a une longueur d’onde A de

410 nm.

3.4.2. Dosage de l'activité enzymatique de I’alanine-

aminotransférase (TGP ou ALT)
3.4.2.1. Principe

L'alanine-aminotransférase (ALT) catalyse le transfert du groupement amino
de lalanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutamate. La
concentration catalytique est déterminée en utilisant la réaction couplée de lactate-
déshydrogénase (LDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH, mesuré a 340

nm.
] ALT
Alanine + 2 — Oxoglutarate — Pyruvate +Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H* — Lactate + NAD*

3.4.2.2. Mode opératoire

Le dosage de ALT été mesuré en utilisant le kit de Biosystems ALANINE
AMINOTRANSFERASE. Le réactif de travail est préparé on mélangeant deux

réactifs :
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Partie expérimentale

Le réactif A (Tris (150 mmol/L, L-alanine 750 mmol/L et lactate-
déshydrogénase >1350U/L) et le réactif B (NADH (1,9 mmol/L, 2-oxoglutarate 75
mmol/L, Hydroxyde de sodium 148 mmol/L et le sodium azide 9,5g/L).

La méthode consiste a mélanger 1m du réactif de travail avec 0,1ml de plasma dans la

cuve de spectrophotometre.

La lecture d'absorbance est effectuée chaque minute pendant 3 min a A=
340nm.

3.4.3. Dosage de [I'activité enzymatiqgue de ['aspartate-

aminotransférase (TGO ou AST)
3.4.3.1. Principe

L'aspartate-aminotransférase (AST) catalysele transfert du groupement amino

de l'aspartate au 2-oxoglutarate, en formant I'oxaloacétate et le glutamate.

La concentration catalytique est determinée en utilisant la réaction couplée de
malate-déshydrogénase (MDH), a partir de la vitesse de disparition du NADH,

mesuré a 340 nm.
AST
Aspartate + 2 — Cetoglutarate — Oxalacetate + Glutamate

MDH
Oxalacetate + NADH + H* — Malate + NAD*
3.4.3.2. Mode opératoire

Le dosage de AST été mesuré en utilisant le kit de Biosystems ASPARTATE
AMINOTRANSFERASE. Le réactif de travail est préparé on mélangeant deux
réactifs :

Réactif A composé de Tris (121 mmol/L), L-aspartate (362 mmol/L), malate
déshydrogénase (>460U/L) et lactate déshydrogénase (>660U/L) et reactif B formeé
NADH (1,9 mmol/L),  2- oxoglutarate (75 mmol/L), Hydroxyde de sodium (148
mmol/L) et le sodium azide (9,5g/L).
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Partie expérimentale

La méthode consiste a mélanger Im du réactif de travail et 0,1ml (100ul) de

plasma dans la cuve de mesure.
La lecture d'absorbance est effectuée chaque minute pendant 3 min a A= 340nm.
Remarque

L'activité enzymatique de I'ALT, I'AST et y—GT est calculée par la formule
suivante :

x 10°

AM/min X —— =
/min exlxVs

U/L

-AA/min : L'accroissement moyen, calculé selon la formule:
AA/min = ADo X 1746 = U/L pour I'ALT et I'AST.

AA/min = ADo X 1391 = U/L pour le y -GT.
- Vt: le volume réactionnel total est del1,1 a 30°C.
- VS: le volume d'échantillon 0,1 a 30°C.

- £: le coefficient d'extinction moléculaire: pour le NaDH a 340 nm est de 6300 et de

7,908 a 410 nm pour la 3-carboxy-4-nitroaniline.

- I: le trajet optique est de 1cm.
3.5. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel « SPSS ». Les résultats
obtenus sont exprimés par la moyenne et ’écart type des différents échantillons

biologiques.

La comparaison de moyennes a été réalisee avec le test « t » de Student dont le

seuil de signification est p < 0,05.
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4. Résultats

4.1. Effet du bacloféne et son analogue sur la dépendance alcoolique
4.1.1. Développement du modele alcoolo-dépendant

Les résultats (fig.13) reflétent que la consommation de I’alcool augmente
progressivement au cours de la période de traitement, pour atteindre sa valeur

maximale (36,53 + 6,38 g/kg) dans la huitieme semaine.

On note une diminution de la consommation de 1’alcool dans la 3éme semaine

comparativement a la 2eme, elle est due au changement de la concentration de

’alcool.
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60
& 50 -
)
©
8 40
=
T
§ 30
=}
£
g 20
c
S
B N i - I
0 |
1 2 3 4 5 6 7 8

Durée de traitement (semaine) ‘

Figure 13 : quantité d’alcool consommée par les rattes exprimée en g/kg.
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4.1.2. Effet du baclofene et son analogue sur la consommation d’alcool

Les résultats (fig.14) indiquent une diminution de la consommation d’éthanol chez
les rattes alcooliques traitées par le bacloféne et les rattes alcooliques traitées par

I’analogue par rapport aux rattes alcooliques pendant les trois semaines de traitement.

On remarque aussi une diminution plus importante de la consommation d’éthanol
chez les rattes alcooliques traitées par 1’analogue par rapport aux rattes alcooliques
traitées par le bacloféene pendant la premiére et la deuxieme semaine du traitement
alors qu’on note dans la troisiéme semaine une augmentation de la consommation
d’éthanol chez les rattes alcooliques traitées par 1’analogue comparativement avec les

rattes alcooliques traitées par le bacloféne.

Les rattes alcooliques traitées par le baclofene montre une baisse de
consommation par rapport aux rattes alcooliques a partir de la premiére semaine qui

attient sa valeur minimale pendant la deuxiéme semaine (17,04g /kg).

Concernant les rattes alcooliques traitées par 1’analogue on remarque une
diminution plus importante de consommation d’éthanol par rapport aux rattes
alcooliques et rattes alcooliques traitées par le bacloféne pendant la premiére et la
deuxiéme semaine et qui attient sa valeur minimale pendant la deuxiéme semaine
(14,659 /kg) avec une augmentation modérée dans la troisieme semaine qui est un peu
plus a celle du groupe alcoolique traité par le bacloféene mais toujours inférieure a

celle des rattes alcooliques.
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Figure 14 : variation de la consommation d’alcool (exprimée en g/kg) apreés
traitement par le bacloféne et son analogue.

4.2. Effet du baclofene et son analogue sur le comportement des animaux
4.2.1. Test de champ ouvert (Open Field)

Les résultats (fig.15) montrent une augmentation du temps passé dans le centre
chez les rattes traitées par le bacloféne comparativement aux rattes saines (p= 0,030),
alors qu’on note une légere diminution de ce temps chez les rattes traitées par

I’analogue par rapport aux rattes saines.

On remarque aussi a partir de la (fig.15) que les rattes alcooliques traitées par
le baclofene passent plus de temps dans la zone centrale comparativement aux rattes

alcooliques.

Partant de ces résultats (fig.16) on voie clairement chez tous les lots que le

temps passé dans la périphérie est approximativement le méme.
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Temps passé dans le centre
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Figure 15 : I’effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la zone
centrale au cours du test de champ ouvert (Open Field).
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Figure 16 : I’effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la
zone périphérique au cours du test de champ ouvert (Open Field).
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4.2.2. Test light dark box

Les résultats (fig.17) montrent que le temps passé a la lumiere du premier

épisode est approximativement le méme chez les lots.

En revanche on remarque une diminution du temps passé¢ a I’obscurité du
premier épisode chez les rattes traitées par le bacloféne et les rattes traitées par
I’analogue comparativement avec les rattes saines, et aussi chez les rattes alcooliques
traitées par le bacloféne et les rattes alcooliques traitées par 1’analogue par rapport aux

rattes alcooliques.

Les résultats (fig.18) montrent une augmentation du temps total passé a la
lumiere chez les rattes traitées par le bacloféne par rapport aux rattes saines, on note
aussi une légéere augmentation de ce temps chez les rattes alcooliques traitées par le

baclofene comparativement avec les rattes alcooliques.

En revanche on remarque une diminution du temps total passé a 1’obscurité
chez les rattes traitées par le baclofene par rapport aux rattes saines et une légére
augmentation de ce temps chez les rattes traitées par I’analogue comparativement

avec les rattes saines.

On remarque aussi une légere diminution du temps total passé a 1’obscurité

chez les rattes alcooliques traitées par le baclofene par rapport aux rattes alcooliques.
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Figure 17 : I’effet du bacloféne et son analogue sur le temps du premier épisode (min)
passé dans la lumiére et ’obscurité au cours du test light dark box.
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Figure 18 : I’effet du bacloféne et son analogue sur le temps total (min) passé dans la
lumiére et I’obscurité au cours du test light dark box.
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4.3. Effet du bacloféne et son analogue sur les marqueurs de lésions

hépatiques

4.3.1. Dosage de I'activité enzymatique de I'aspartate-aminotransférase TGO ou
ASAT

On remarque une augmentation significative de [’activité enzymatique TGO
chez les rattes traitées par 1’éthanol (p=0,0136) et le bacloféne comparativement au
lot témoin (p=0,0165). En revanche on remarque une diminution tres significative de

cette activité chez les rattes traitées par 1’analogue seul (p=0,0060) (Fig.19).

Pour les rattes alcooliques le traitement avec le bacloféne entraine une
diminution non significative de D’activité enzymatique tandis que son analogue

I’augmente (Fig.19).

La comparaison entre l’effet du bacloféne et son analogue montre une
diminution significative de I’activité enzymatique TGO chez les rattes traitées par

I’analogue comparativement au bacloféne (p=0,0149).
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Figure 19 : effet du bacloféne et son analogue sur I’activité enzymatique
TGO (n=3).
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4.3.2. Dosage de I'activité enzymatique de I’alanine-aminotransférase TGP ou
ALAT

Nos résultats (fig.20) révélent que le bacloféne augmente I’activité de
I’enzyme TGP chez les rattes saines (p=0,0103) ou alcooliques. Cependant,
I’analogue du bacloféne entraine diminution de 1’activité de cette enzyme chez les
rattes saines et alcooliques. L’analogue a plus d’effet inhibiteur sur les rattes saines

que alcooliques (p=0,0003).

La comparaison entre le baclofene et son analogue montre que le traitement
par le Bacloféne des rattes saines augmente 1’activité enzymatique de maniere tres

significative comparativement I’analogue (p=0,0031).

Aussi, on remarque une augmentation tres significative de I’activité enzymatique chez
rattes alcooliques traitées par le Baclofene comparativement a celle traitées par
I’ Analogue (p=0,0041).
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Figure 20 : variation de I’activité enzymatique TGP chez les rattes témoins et

traitées (n<3).
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4.3.3. Dosage du gamma-glutamyltransférase (y-GT)

On remarque dans la (fig.21) que [Dactivité enzymatique y-GT est
significativement plus élevés chez le lot trait¢é par 1’éthanol (p= 0,0116)

comparativement au contréle.

L’administration du bacloféne ou son analogue chez les rattes saines entraine
une augmentation de I’activité enzymatique de manicre hautement significative (p= 0,

0003) comparativement au contrdle (p= 0, 0003).

Chez les rattes alcooliques, le traitement avec le bacloféne diminue I’activité
de I’enzyme alors que le traitement avec son analogue 1’augmente mais de maniére

non significative.

En comparant les deux composés on note que le baclofene augmente trés
significativement 1’activité du y-GT comparativement au bacloféne (p= 0, 0035) chez
les rattes saines. Cependant, chez les rattes alcooliques le bacloféne diminue 1’activité
de cette enzyme de maniere hautement significative comparativement a son nouvel
analogue (p= 0, 0003).
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Figure 21 : variation de ’activité enzymatique y-GT chez le lot témoin et les lots

traités (n<3).
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5. Discussion

5.1. Développement d’un modéle alcoolique

Le premier objectif de notre étude est de développer un modele de dépendance
alcoolique chez les rats ce processus peut étre induit par deux méthodes :
e une exposition forcée dans laquelle les animaux regoivent 1’éthanol au
moment ou I’expérimentateur le décide.
e une consommation spontanée lorsque les animaux décident d’eux méme de

consommer 1’éthanol qui est a leur disposition.

Dans cette étude on a suivi la deuxieme méthode, les animaux ont un choix
libre entre deux biberons : I’un contenant I’eau et I’autre contenant 1’alcool (5%)
pendant les trois premiers jours, puis la concentration de 1’alcool a été augmentée
progressivement jusqu’a 15%, ’augmentation de la concentration de [’alcool est
corrélée au taux de la consommation d’alcool. Divers travaux ont reporté cette

corrélation tels que : Kelai et al., 2008 ; Molet et al., 2012 et Stragier et al., 2014.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Bell et al., 2003 ; Serra et al., 2003
qui ont reporté que 1’augmentation progressive de la concentration de 1’alcool aboutit
a une consommation plus importante chez les rats comparativement a une

concentration fixe (Tordoff and Bachmanov, 2003).

5.2. Effet du bacloféne et son nouvel analogue sur la dépendance a I’alcool

Le baclofene est un analogue structural du GABA, plus lipophile donc mieux
adapte a une diffusion dans le systéme nerveux central. Il agit dans le SNC au niveau
des synapses en tant qu’agoniste du récepteur GABAB, lui conférant ses proprietés
myorelaxantes (Ameisen et al., 2010 ; Dano et al., 2014).

Plusieurs résultats précliniques confirment le réle crucial des GABA-B dans le
comportement et la neurobiologie des addictions a I’alcool (Cousins et al., 2002 ;
Addolorato, 2002 ; Ameisen, 2004; Aranda et Daeppen, 2013 ; Farokhnia et al.,
2017).

38



Discussion

Nos résultats indiquent une diminution de la consommation d’éthanol chez les
rattes alcooliques traitées par le bacloféne & des doses de I’ordre de 3 mg/kg ce qui est
en accord avec la littérature (Addolorato et al., 2000 ; Colombo et al., 2002 ; Colombo
et al., 2003 ; Bucknam, 2006.; Knapp et al., 2007).

Pendant la troisieme semaine de traitement on a remarqué une légére
diminution de I’effet du bacloféne ce qui est en concordance avec les résultats de
Beveridge et al., 2013 dans leur étude chez le rat, qui ont également trouvé une
diminution de I'effet du bacloféene avec son usage chronique, mais toutefois sans
épuisement total, ce qui est en faveur d'un effet thérapeutique au long cours (Heetla et
al., 2009 ; Journiac et al., 2016).

En dirigeant ses recherches sur les expérimentations animales (notamment
chez le rat), Ameisen et son équipe ont trouvé en 2010 qu’avec des doses de 1,5 a 5

mg/kg on puisse obtenir la suppression du craving a ’alcool.

En 2000, I’équipe de Colombo a testé différentes doses de bacloféne par
injection intrapéritonéale (0; 2,5; 5 et 10 mg/kg) une fois par jour pendant 14 jours sur
des rats alcoolo-préférants ayant le choix entre une prise d’alcool ou d’eau. Les
résultats ont montré une réduction significative de 1’auto-administration d’alcool chez
les rats sous bacloféne, avec un effet dose dépendant.

La méme équipe de Colombo a montré qu’a la dose de 3mg/kg, les rats
alcoolo-préférants naifs n’ont pas d’appétence pour ’alcool et choisissent de boire de
I’eau (Colombo et al., 2002).

En outre, chez les lots traités par le nouvel analogue du bacloféne, on a
remarqué une diminution importante de la consommation de 1’alcool durant les deux
premiéres semaines mais il est important de noter que pendant la troisieme semaine de
traitement on a remarqué une augmentation modérée de la consommation de I’alcool
mais reste toujours inférieure a celle des rattes alcooliques cela peut étre expliquer
par la diminution de I’effet du bacloféne avec son usage chronique (Heetla et al.,
2009 ; Journiac et al., 2016), et pour garder le méme effet au long cours, la dose de

I’analogue doit étre plus importante.
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5.3. Effet du bacloféne et son analogue sur le comportement des animaux

Le test de ’Open Field, initialement décrit par Hall en (1934), ce test est
largement utilisé en neurosciences, il est congu pour évaluer les différences de
réactivité émotionnelle chez les rongeures, mais aussi utilisé pour prédire une activité
de type anxiolytique d'une molécule (Greggor et al., 2015 ; Seibenhener et Wooten,
2015). En général, un rat anxieux présent un haut degré d'évitement de l'aire centrale
par rapport a la périphérie, donc un comportement moins anxieux sera d’autant plus
prononcé lorsque le rat explore la zone centrale (Addolorato et al., 2007 ; Baily et al.,
2009 ; Retem et al., 2013).

Le variable reflétant I’anxiété de I’animal dans ce test est le temps passé dans
la plate-forme centrale (Buraimoh et al, 2012 ; Zimcikova et al., 2017).

Nos résultats montrent une augmentation du temps passé dans le centre chez
les rattes traitées par le bacloféne comparativement aux rattes saines, ce qui confirme
que le baclofene a un effet anxiolytique chez les rattes saines, cela est en concordance
avec la litérature (Brenes Saenz et al., 2006 ; Agabio et al., 2007 ; Addolorato et al.,
2009; Buraimoh et al, 2012 ; Kwako et al., 2016.).

Les résultats révelent aussi une diminution de 1’effet du bacloféne chez les
rattes alcooliques ce qui converge avec les résultats de Knapp et al., 2007 ; Lorrai et
al., 2016.

En revanche, on a remarqué que les rattes traitées par 1’analogue du bacloféne
passent moins de temps dans la zone centrale comparativement aux rattes saines,
d’autre part le temps passé dans la partie centrale chez les rattes alcooliques et les
rattes alcooliques traitées par 1’analogue est presque le méme, ce qui peut expliquer

par I’incapacité de 1’analogue a réduire 1’anxiété des rattes.

Dans le test « light/dark box » on a permet aux rattes d'explorer une aréne
formée de deux compartiments : I'un éclairé, I'autre sombre. Les rats ont généralement
horreur des endroits tres éclairés. Ainsi, plus le rat est anxieux, plus son exploration se

réduira au compartiment sombre (Leger et al., 2012 ; Desikan et al., 2014).
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Nos résultats indiquent que pendant le premier épisode toutes les rattes passent
beaucoup plus de temps dans la zone Noir que dans la zone éclairée y compris les
témoins, cela est dii a I’exposition forcée des rattes a 1’aréne pour la premiere fois ce
qui le confirme Leger et son équipe en 2012 qui ont trouvé les mémes résultats.

Par ailleurs, les résultats montrent aussi une augmentation du temps total
passé a la lumiere chez les rattes traitées par le baclofene par rapport aux rattes saines,
ainsi on note une lIégere augmentation de ce temps chez les rattes alcooliques traitées
par le bacloféne comparativement avec les rattes alcooliques, ceci confirme 1’effet
anxiolytique du baclofene (Grundmann et al., 2007 ; Acevedo et al., 2014 ; Kulesskaya
et Voikar 2014 ; Zewde et al., 2017).

En outre, on a remarqué que les rattes traitées par 1’analogue du bacloféne
préférent rester plus a la zone obscure que la zone éclairée, cela est en concordance
avec les résultats du test precédent « open field » et prouve que 1’analogue n’a pas les

mémes propriétés anxiolytiques que le baclofene.

5.4. Effet du bacloféne et son analogue sur les marqueurs de lésions

hépatiques

Le but de cette partie consiste a étudier 1’effet du bacloféne et son analogue sur
les 1ésions hépatiques induites par 1’alcool en mesurant 1’activité des trois enzymes
TGP, TGO et yGT, qui sont les principaux marqueurs du fonctionnement hépatique.
(Baudin, 2017).

Une augmentation de la concentration sérique de I’ALAT signe une atteinte
hépatocellulaire. Ce test est donc beaucoup plus spécifique d’une Iésion hépatique que
I’ASAT. En revanche, les yGT sont peu spécifiques et peuvent étre augmentées en cas

de consommation d’alcool (Berthélémy, 2015).

D’aprés nos résultats, le baclofene possede un effet hépatotoxique il augmente
de I’activité des enzymes hépatiques (TGP, TGO, yGT) chez les rattes saines, ce qui
est en accord avec les résultats de Dalton et al., 2008 ; El-Husseini et al., 2011 ;
Aranda et al., 2013 ; Franchitto et al., 2014 ; Tuboly et al., 2017 et Farokhnia et al.,
2017, contrairement aux Imbert et Simon qui ont trouvé en 2015 que le baclofene

n’est pas hépatotoxique.
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Il est bien clair que la toxicité du baclofene diminue chez les rattes
alcooliques, car on a noté une diminution de 1’activité enzymatique (TGO, yGT) chez
les rattes alcooliques, ce qui est en accord avec les résultats d’Avanesyan et al en

2010 et Imbert et Simon en 2015 qui ont prouvé I’existence d’un effet hépato-

protecteur du baclofene.

D’autre part, les résultats montrent une diminution de 1’activité¢ des enzymes
TGP, TGO chez les rattes traitées par 1’analogue du bacloféne, ce qui montre que

I’analogue a un effet moins toxique que le baclofene.
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6. Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail est de comparer I’effet d’un analogue du bacloféne
avec la molécule mere sur : la dépendance alcoolique, le comportement anxieux et les

marqueurs de Iésions hépatiques chez les rats de la souche Wistar.

Apres avoir développé une dépendance alcoolique chez les rats, on a
commencé a tester I’effet des deux molécules sur les rattes, on a remarqué une
diminution de la consommation de I’éthanol chez les rattes traitées par le bacloféne et

son analogue d’une fagon dose dépendante.

Concernant les réactivités émotionnelles, on a distingué que le bacloféne
posséde un effet anxiolytique prouvé par les deux tests de comportement Open Field

et Dark/Light box contrairement & son analogue qui n’a pas cet effet.

Par ailleurs, on a remarqué que les deux molécules ont un effet hépatotoxique
lorsqu’elles sont administrées seules, mais I’analogue est moins toxique que la
molécule meére. En outre, elles possedent un effet hépatoprotecteur chez les rattes

alcooliques.

D’aprés ces résultats, on a conclu que le bacloféne diminue la consommation
de I’alcool mais I’effet est dose-dépendant, il a aussi un effet anxiolytique et
hépatoprotecteur. Il est important de noter que I’effet du bacloféne diminue avec son

usage chronique, ce qui est en faveur d'un effet thérapeutique au long cours.

En revanche, on a noté que ’analogue a les mémes effets que le bacloféne
concernant I’addiction a I’alcool et I’effet hépatoprotecteur, mais il n’a pas d’effet
anxiolytique. Il est important aussi de signaler que 1’analogue semble plus efficace

dans le traitement des addictions a 1’alcool, et moins toxique que le bacloféne.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére de ce travail, nous voyons les perspectives suivantes :

e augmenter la dose du bacloféne et son analogue au cours de traitement.

e prolonger la durée de traitement.

o tester I’effet du bacloféne et son analogue sur d’autre addiction
(drogues par exemple).

e réaliser d’autres dosages pour mieux connaitre 1’effet des deux
molécules sur I’inflammation hépatique.

e réaliser une étude histologique au niveau du foie.

e  essayer d’autres voies d’administration des deux molécules.

e tester I’effet de ces molécules sur d’autres modéles d’anxiété.

e  étudier I’effet de ’analogue sur les maladies du systeme nerveux.
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Annexe

Tableau n 1 : Effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la
zone centrale au cours du test de champ ouvert (Open Field), valeurs p obtenue a
partir de test t de student (seuil de signification p<0.05).

ET-OH BAC ANA ET-OH + BAC | ET-OH+ANA
CTR 0,48846191 | 0,030294202 0,39913554 0,2807686 0,393490662
ET-OH non 0,011582815 0,34730035 0,311918832 0,351348472
BAC non non 0,00865908 0,009553102 0,010194481
ANA non non non 0,164327606 0,5
ET-OH+BAC non non non non 0,181713035

Tableau n 2 : Effet du bacloféne et son analogue sur le temps (s) passé dans la
zone périphérique au cours du test de champ ouvert (Open Field), valeurs p
obtenue a partir de test t de student (seuil de signification p<0.05).

ET-OH BAC ANA ET-OH + BAC | ET-OH+ANA
CTR 0,13456389 | 0,158633393 0,04750583 0,236324719 0,208393689
ET-OH non 0,349280796 0,01716342 0,311918832 0,141056225
BAC non non 0,03234842 0,443360512 0,115384508
ANA non non non 0,015233146 0,219379921
ET-OH+BAC non non non non 0,136569313




Annexe

Tableau n 3 : Effet du bacloféne et son analogue sur ’activité de I’enzyme TGO,
valeurs p obtenue a partir de test t de student (seuil de signification p<0.05).

ET-OH Bac Ana ET-OH + Bac ET-OH + Ana
CTR 0,01364187 | 0,01654215 | 0,00604865 0,32773699 0,05096395
ET-OH Non 0,32773699 0,09596842 0,32773699 0,45086435
Ana Non 0,01491547 Non 0,15618719 0,14235247
Bac Non Non Non 0,32773699 0,38544315
ET-OH + Ana Non Non Non 0,22219507 Non

Tableau n 4 : Effet du bacloféne et son analogue sur ’activité de I’enzyme TGP,
valeurs p obtenue a partir de test t de student (seuil de signification p<0.05).

ET-OH Bac Ana ET-OH + Bac ET-OH + Ana
CTR 0,19206293 | 0,01033637 | 0,00035275 0,01624572 0,02907825
ET-OH Non 0,00158957 | 0,02705609 0,12673343 0,05504513
Ana Non 0,00317257 Non 0,00424905 0,23638209
Bac Non Non Non 0,30183643 0,00473704
ET-OH + Ana Non Non Non 0,00415537 Non
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Tableau n 5: Effet du bacloféne et son analogue sur P’activité de I’enzyme y-GT,
valeurs p obtenue a partir de test t de student (seuil de signification p<0.05).

Et-OH BAC Ana Et-OH +BAC | Et-OH +Ana
CTR 0,01167994 | 0,0003035 |0,00035838 | 0,00285189 0,00040085
Et-OH Non 0,11973752 | 0,17051791 0,19476503 0,06128502
BAC Non Non 0,00354805 0,01876644 0,02616172
Et-OH+BAC Non Non Non Non 0,00035426
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Résumeé

Résumé

L’objectif de ce travail est de comparer 1’effet du bacloféne avec un nouvel
analogue de synthése sur la dépendance alcoolique, le comportement anxieux et les
marqueurs de lésions hépatiques induites par 1’alcool chez les rats de la souche

Wistar.

Nous avons développé une dépendance alcoolique chez les rats selon la
méthode de la consommation spontanée de 1’alcool ou ces derniers ont un choix libre
entre deux biberons, 1'un contenant I’cau et I’autre 1’alcool. (Les quantités
consommeées sont mesurées a chaque fois pendant toute la période du traitement).

L’étude s’est étalée sur une période de 8 semaines.

La consommation d’alcool chez les rattes alcooliques traitées par le bacloféne
et son analogue diminue au cours de la période de traitement, ce qui révele I’effet anti
addiction de ces molécules.

L’effet anxiolytique du bacloféne et son analogue est étudié grace aux deux
tests de comportement «open field» et «dark/light box ». Les réactivités
émotionnelles des rattes dans ces tests montrent que le bacloféne posséde un effet
anxiolytique par contre son analogue n’a pas cet effet.

L’effet hépatoprotecteur des deux molécules a ét¢ mesuré par I’activité
enzymatique des trois enzymes TGP, TGO et yGT. Les résultats montrent que les
deux molécules ont un effet hépatoprotecteur vu qu’elles diminuent ’activité des trois
enzymes chez les rattes alcooliques.

En conclusion, le bacloféene a un effet anti addiction, anxiolytique et
hépatoprotecteur mais il est toxique avec son usage chronique. En revanche, son
nouvel analogue a un effet anti addiction et hépatoprotecteur mais il n’a pas un effet
anxiolytique.

Il est important de signaler que 1’analogue semble plus efficace dans le

traitement des addictions de 1’alcool, et aussi il est moins toxique que le bacloféne.

Mots-clés: Bacloféne, Analogue, Effet anti addiction, Effet anxiolytique, Effet
hépato-protective, Maladies alcooliques du foie, Inflammation, Ethanol.



Abstract

Abstract

The objective of this work is to compare the effect of baclofen with a new
synthetic analogue on alcohol dependence, anxiety behavior, and alcohol-induced
liver injury markers in rats of the Wistar strain.

We developed alcohol dependence in rats using the spontaneous alcohol
consumption method where they have a free choice between two bottles, one
containing water and the other alcohol. (The quantities consumed are measured each
time during the entire treatment period). The study was spread over a period of 8
weeks.

The consumption of alcohol in baclofen-treated alcoholic rats and its analogue
decreases during the treatment period, which reveals the anti-addiction effect of these
molecules.

The anxiolytic effect of baclofen and its analogue is studied thanks to two
"open field" and "dark / light box" behavior tests. The emotional reactivities of the
rats in these tests show that baclofen has an anxiolytic effect but its analogue does not
have this effect.

The hepatoprotective effect of the two molecules was measured by the
enzymatic activity of the three enzymes TGP, TGO and yGT. The results show that
both molecules have a hepatoprotective effect since they reduce the activity of the
three enzymes in alcoholic rats.

In conclusion, baclofen has an anti-addictive, anxiolytic and hepatoprotective
effect but is toxic with its chronic use. On the other hand, its new analogue has an
anti-addiction and hepatoprotective effect but it does not have an anxiolytic effect.

It is important to note that the analogue seems more effective in the treatment

of alcohol addictions, and is also less toxic than baclofen

Keywords: Baclofen, Analogue, Anti-addiction effect, Anxiolytic effect,

Hepatoprotective effect, Alcoholic liver diseases, Inflammation, Ethanol.
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L’objectif de ce travail est de comparer I’effet du bacloféne avec un nouvel analogue de synthese
sur la dépendance alcoolique, le comportement anxieux et les marqueurs de lésions hépatiques induites
par 1’alcool chez les rats de la souche Wistar. Nous avons développé une dépendance alcoolique chez les
rats selon la méthode de la consommation spontanée de 1’alcool ou ces derniers ont un choix libre entre
deux biberons, I’'un contenant I’eau et ’autre ’alcool. (Les quantités consommeées sont mesurees a
chaque fois pendant toute la période du traitement). L’étude s’est étalée sur une période de 8 semaines.
La consommation d’alcool chez les rattes alcooliques traitées par le bacloféne et son analogue diminue
au cours de la période de traitement, ce qui révele I’effet anti addiction de ces molécules. L’effet
anxiolytique du bacloféne et son analogue est étudié grace aux deux tests de comportement « open
field » et « dark/light box ». Les reactivités émotionnelles des rattes dans ces tests montrent que le
bacloféne possede un effet anxiolytique par contre son analogue n’a pas cet effet. L’effet
hépatoprotecteur des deux molécules a été mesuré par ’activité enzymatique des trois enzymes TGP,
TGO et yGT. Les résultats montrent que les deux molécules ont un effet hépatoprotecteur vu qu’elles
diminuent I’activité des trois enzymes chez les rattes alcooliques. En conclusion, le bacloféne a un effet
anti addiction, anxiolytique et hépatoprotecteur mais il est toxique avec son usage chronique. En
revanche, son nouvel analogue a un effet anti addiction et hépatoprotecteur mais il n’a pas un effet
anxiolytique. 1l est important de signaler que 1’analogue semble plus efficace dans le traitement des

addictions de I’alcool, et aussi il est moins toxique que le bacloféne.
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