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Résumé
/

/

L’effet protecteur de ’extrait hydro-méthanolique de la plante olivier (Olea -
sp.) contre la toxicité néphro-hépatique induite par le Diclofénac chez des rats

males de souche Wistar Albinos

Résumé

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique trés
utilisée en raison de leur activité antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire. L utilisation des
AINS exposent a de nombreux effets indésirables via leur toxicité cutanée, digestive, hépatique,
rénale et cardiovasculaire. Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de 1’effet protecteur
de I’extrait hydro-méthanolique des feuilles de la plante olivier (Olea sp.) contre la toxicité néphro-
hépatique induite par le Diclofénac (50mg/kg) chez des rats males de souche Wistar Albinos.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications
significatives des indicateurs biochimiques (ALAT, ASAT, urée et la créatinine) et de stress
oxydatif (malondialdéhyde (MDA), glutathion (GSH) et glutathion peroxydase (GPx)) dans le
groupe traité par le Diclofénac (50mg/kg), ce dysfonctionnement a été accompagné par des
altérations et des changements de I’architecture hépatique et rénale. En revanche, le prétraitement
des rats par I’extrait brut de la plante (100 mg/kg) a permis de rétablir les paramétres biochimiques

et améliorer le statut antioxydant. Cela a été confirmé par I'étude histologique.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude révélent que I’extrait brut des feuilles de
la plante olivier (Olea sp.) peut étre considéré comme une source naturelle pour prévenir

I’hépatotoxicité et néphrotoxicité induite par le Diclofénac.

Mots clés : Diclofénac, Olea sp., Hépatotoxicité, Néphrotoxicité, Activité antioxydante.



Résumé

The protective effect of hydro-methanolic extract of the olive plant (Oleasp.)

against the nephro-hepatic toxicity induced by Diclofenac in male rats of the

Wistar Albino strain

Abstract

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are a widely used therapeutic class due to their
antipyretic, analgesic and anti-inflammatory activity. The use of NSAIDs exposes you to
numerous adverse effects via their cutaneous, digestive, hepatic, renal and cardiovascular toxicity.
This research work focused on the investigation of the protective effect of the hydro-methanolic
extract of the leaves of the olive plant (Olea sp.) against the nephro-hepatic toxicity induced by
Diclofenac (50mg/kg) in male Wistar Albino strain rats.

The results obtained in the present study clearly showed significant changes in biochemical
indicators (ALAT, ASAT, urea and creatinine) and oxidative stress (malondialdehyde (MDA),
glutathione (GSH) and glutathione peroxidase (GPx)) in the group treated with Diclofenac
(50mg/kg), this dysfunction was accompanied by alterations and changes in hepatic and renal
architecture. On the other hand, the pretreatment of rats with the crude extract of the plant (100
mg/kg) made it possible to restore the biochemical parameters and improve the antioxidant status.

This was confirmed by histological study.

In conclusion, the results obtained in this study reveal that the crude extract of the leaves of the
olive plant (Olea sp.) can be considered as a natural source to prevent hepatotoxicity and

nephrotoxicity induced by Diclofenac.

Keywords: Diclofenac, Olea sp., Hepatotoxicity, Nephrotoxicity, Antioxidant activity.
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DPPH
NO
MAT
FLOH
FLO*
LDL
SOD
GPx
MPO
GSH
ERO
A2
AINS

COX
LOX
PGG2
TCP

TLR
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1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
Oxyde nitrique
matiére azotée totale
flavonoide
flavonoide sous forme radicalaire
low density lipoprotein
superoxyde dismutase
glutathion peroxydase
myeloperoxydase
glutathion
especes réactives de I'oxygene
Phospholipase
Anti-inflammatoire non stéroidiens
cyclo-oxygenase
Lipo-oxygénase
Endoperoxide
Tube spiralé proximal

Toll like receptors



Liste des figures

Figure 1 : Exemples de facteurs déclenchant I’inflammation .....ceeeeveiineininineieiniiiicnrnenenn. 3
Figure 2 : Activation plaquettaire au cours des premiéres étapes de la phase vasculaire.. ......... 6
Figure 3 : Principales étapes de I'inflammation Qigue. ...cceeeeeeeereeieeneieirereecnrmienceecnsnnnnnn. 7
Figure 4 : Déséquilibre entre molécules pro et anti-inflammatoiresS......cceeveeiiienininennnnnn.. 8
Figure 5 : un schéma qui résume les médiateurs lipidique de I’inflammation ........ccceeeee.. 12
Figure 6 : Synthese des prostaglandines et inhibition par AINS .....cceveiereierenenineierenenennn 15
Figure 7 : Mécanisme d’action des AINS et effets SecONdaires ....oceeeevereeeieneneresesnnennnnn. 16
Figure 8 : Schéma récapitulatif des principaux réles identifiés pour les cyclo-oxygénases.......17
Figure 9 : Mécanisme inhibiteur de la COX-2 par le DIiClOfénac.....cceeveenriiernineienns venenne 21
Figure 10 : L’histologie d’un lobule, ’unité fonctionnelle du foie ..cevveiiarieirenienreeenrnnnnnn. 24
Figure 11 : Schéma d’une coupe longitudinale de T€iN vvuiveerernriernecerenrenreeceesnsensancescnna 27
Figure 12 : Sources intracellulaires desS ROS ...uieiiiiiiiiieiieiiiiiietiecerensensescescnsensancnnn 31
Figure 13 : Generation extracellulaire des radicauX lDreS...cceeeeeieeiieiieeiiiiiniiennnniicecesanns 32
Figure 14 : Différentes familles de polyphénols c..eeeeeeeeiieiieiieiiiiiiieieeiniinmeensenceeceeeisnnn 35
Figure 15 : structure de base des flavon0oTdes v.ueeeieeeeeeiiniietreeeeintenteeenmnmmaieeeen 36
Figure 16: Structures des squelettes de base des flavoN0TdeS. ..cueeeerieiierieinriniieeieenrenennnnn 37

Figure 17 : Réaction des flavonoides avec les espéces oxygenées réactives Avec FIOH :
flavonoide, FIO" : flavonoide sous forme radicalaire ......ceeveeveeiieieeniieinnninernrnenecnsenannn 38

Figure 18 : Le radical aroxyle résultant (FI-O) peut réagir avec un autre radical libre pour

fOrMEr UNE StIUCLUIE QUINONE. cueeieeeeitenteeeeeeaeeeecsensansescnsensansossescnsansansescnsansansersns 38
Figure 19 : Schéma de la taxonomie du genre Olea SP.....ccciveiieiieeiiiniinceecneenrenns conennn. 41
FIgure 20 : UN 10t e Rt veueeiiniinieeieeiniinteeeeeeeeneenrenceecesensensescesensansoscesansensansnsianss 46
Figure 21 : un Rat qui regoit 1’extrait de La plante par gavage....ceeeeeeeeensesemmniinninieninieniennns 47
Figure 22 : un rat qui recoit sa dose du Diclofénac par voie intra-péritonéale .......ccceeeneen.... 48
Figure 23 : Rat dans la cloche pour qu’il s0it anesthési€ ..evvuiuiiiiiininen vovuvurnrnrnrnenenen 48
Figure 24 : Rat sur la planche de diSSECtiON...c.veerniiuiieenerntintimminiiie s 48
Figure 25 : La préparation de ’homogénat.....ceeeuiniieiuiiiieiniiiiiiiiiiians corvenerarnenecnceens 48

Figure 26 : Principe de dosage du Malondialdehyde....ccceuiiuiieiniiniieiieniimmnnns covernennnnnn 50



Figure 27 : La formation du complexe coloré en rose lors de dosage du MDA.........c.ccceueee. 51
Figure 28 : Principe de dosage de glutathion....c.eeeeeiieiieiieeniiniieenernisnrsesnecnssnsessssnsonne 51

Figure29 : Effet de Diclofénac et I’extrait sur la concentration Sérique des
AMINOTIANSTEIASES. tutuenininiuitiitiiirtiete ittt ettt earareteeasasaenentasasenensnsnsasns 53

Figure 30 : Effet de Diclofénac et I’extrait sur la concentration sérique des aminotransférases

................................................................................................................ 54
Figure 31 : Effet de Diclofénac et I’extrait sur la concentration sérique de I'urée........ceu..... 55
Figure 32 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur la concentration sérique de la creatinine.... .. 55

Figure 33 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur le taux d’MDA du foie chez les différents

O OUDES . e tateneentensonscsssonsossssnsosssssssnssssssssosssssosssssssnssssssnssnssssssnsosassnssnse o sonsons 56
Figure 34 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur le taux d’MDA des reins chez les différents
O OUPES .t uatenneesnnsossscssssoensssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnssssssssasssnsns ooves 57
Figure 35 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur le niveau de GSH du foie chez les différents
O OUPES .t euutenneteensessscssasossssssssossssssssssssssssssnssssssssasssssssssssssssssssssnsssssssssnsssnsssssss 57
Figure 36 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur le niveau de GSH des reins chez les différents
O OUPES .t eutenneteensossssssasossssssssossssssssossssssssssssssssssnssssssssssosssssssssssssssssssnssssnsssssss 58
Figure 37 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur l'activité de GPx du foie chez les différents
O OUPES .t euuteneesnetosssesssssnsosssssssssssssssasssssossssssssssssssssssssossssssnsssssssssssssssssnsosssne 59
Figure 38 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur l'activité de GPx des reins chez les différents
O OUPES .t eueeenetonnsossssssnsossscssassssssssssssnsssssssssossssssasosssssssssssssssassssssssssssnssssnsssss 60
Figure 39 : Histologie des foies des rats tEmMOIN...ceeeeeeeetinreeeeeeerenreaceecnrensencescnsansansene. 61

Figure 40 : Histologie des foies des rats traités avec l'extrait brut de la plante Olea europaea (100
MQ / Kg) H&E (100X €t 400X)ue. eeueenrenreeeerenrenresansescesonsansescescnsansansssasessnsansannanimins 61

Figure 41 : Histologie du foie des rats du groupe tOXIQUE...eeeeeeeeeerenreneeecnsensencscsansancans 62

Figure 42 : Histologie du foie des rats traités par DF (50 mg/kg) et I'extrait brut de la plante

Figure 44 : Histologie des reins des rats traités avec I'extrait brut de la plante Olea sp. (100 mg /
KG) HEE (100X €1 400X) eueueerererererarararurasasasesesesesesasasasasasasasassssssssssssssssssnsssssen 64



Figure 45 : Histologie des reins des rats du groupe toxique ; groupe traité par Diclofénac (50
mg/kg) presentant une distorsion de I'architecture normale et des hépatocytes de forme
ITTEQUITEIE COMIMIE tuuinineiernreeenrnreeensereeeiesnsesossnsesossnsesessnsessssnsessssnssssssnssssssnsessnnnes 64

Figure 46 : Histologie du foie des rats traités par DF (50 mg/kg) et I'extrait brut de la plante
Olea sp. (100 mg / kg) montré un tableau histologique comparable a celui du groupe témoin



Liste des tableaux

Tableau 1 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le
développement de la réaction iNflammatoire....eeeeeeeieieiieieieiieieriieeiareieecneereecaces conennnes 10

Tableau 2 : Propriétés physicochimiques du Diclofénac sodique....cceeeeeerriecnreeecneennnn.. 19

Tableau 3 : Les principales espéces ERO et ERA générées dans les systemes biologiques.......30



Sommaire

Sommaire
Résumé
Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures

N OAUCHION ..t e e 1

L L inflammation .. .....eeeiet ittt et 3
1.2 DEFINIEION ..t 3
1.2. Mécanismes cellulaires et moléculaire de I’inflammation ...........................a 4
1.3. Les types d’Inflammation ...........o.oiiiiiitii i e e e 5

1.3.1. Inflammation @igUE. ... ..., 5
A, Laphase VasCUlaIre ............ooiiiii e 5
B. Laphase Cellulaire. ..., 6
C. Laphase de résolUtion ...........cooiiiiii i 7
1.3.2. Inflammation ChroniquEe ... 8
1.4. Les médiateurs d inflammation..............o.ouuirininiiriiit i 9
1.4.1 MEdiateurs CRIMIGQUES ...t e e e 9
1.4.2. Les médiateurs Hpidiques .......oouviiniiiiiii i e e e 11
a) Voie de la HPooXyZenase. . ...ovuuiiri i e e 11
F LS HPOOXYGENASES. . ..ttt ettt et e e e 11
il DTSN (S ele )5 4 1<) 1 (o T PSP 11
b) Voie de 1a CYClOOXYZENASE .. ...uuuineiiei i 11
» La cyclooxygénase de typel ou COX1 .....oviiiiiniiiiiiiiii e, 11
» Lacyclooxygénase de type 2 ou COX2.....ovivininiiiiiiiieiiee e 11
2. Les ANti-Inflammatoires. ..........uiuiirit ittt e e 12
2.1. Classification des anti-inflammatoires ...............oooiiiiiiiiiii e, 13
2.1.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens AINS ..., 13
2.1.2. Les anti-inflammatoires Steroidiens .............coeiiiiiiiiii e 13
2.1.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétale.................cooviiiiiiiiiiiiiie 13

2.2. Mécanisme d’action des AN S . ... oottt 14



Sommaire

2.3.DICIOTENAC. ...

2.3.1 DETINITION ..o 18
2.3.2. Caractéristiques phySiCOChIMIQUES ...........coiiririii e 19
2.3.3. Propriétés pharmacologigqUes. ..........ovinii i 20
2.3.3.1. Propriétés pharmacoCiNEtiQUES. ... .......ooviririiir e, 20

> Voie d'hydroxylation.........couoiriiiiiii e 20

> Voie de glucuronidation...... ... 20
2.3.3.2. Propriétés pharmacodynamiques et mécanisme d’action...................... 20

> Interactions du Diclofénac avec 1a COX-2........coiiiiiiiiiiiiii e, 21

2.3.4. Indications therapeutiQUES. ..........oviriii e 22
2.3.5. Effets ind€sirables .........ouoieiiiii i 22

3. Toxicité du Diclofénac sOdique ........ooviiniiiiii e 23
3.1. HépatotoXiCite des AINS. .. ..ot 23
T B R B T B 1 028 T | 1< P 23
3.1.2. Lésions hépatocellulaires causées par des AINS...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 25
3.1.3. Voies impliguées dans I'hépatotoxicité induite par AINS.................cooveenenen. 25
3.2. NEPhrotoXiCite des AINS . ... ..ot e e e 26
3.2.1. Tissue rénal €t NEPRTON. .......uiiiti e e e e enre e 26
3.2.2. La néphrotoxicité du Diclofénac...............cooooiiiiiii 28
3.3. Diclofenac et stress oxydatif .............coiiiiiiii 28
4. Le stress oxXydatif. .. ... e 28
4.1. Définition du phénomene « stress OXydant ».......... coooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 29
4.2. L.eS eSPECES rEaCtiVeS d OXYZEIE ....vuinir et ettt ettt et et et e e 29
4.2.1. Les radicauX lIDres. .....ooiiii i 30
4.2.2. Différentes formes de ROS ... ... i 30
4.2.3. Sources des ROS ..o 30
4.2.3.1. Sources intracellulaires. ... ... ...oueuiuieiniii e 30
4.2.3.2. Sources extracellulaires. ..o 32
4.3. Les antiOXYAANTS ... .uuiei ittt e 32
» Lavitamine C (aCide asCOrbIqUe)........eureuiiriitit et e e aaaene s 33

3 LA VI AMING B e 33



Sommaire

) =l (07 10 1< T PP 33

> Les POIYPhENOIS. . ..., 34
5. LS POIYPNENOLS. .. e, 34
5.1. Les différentes familles et structures des polyphénols.................ocoviiiiiiiiiininn. 34
5.1.1. LeS flavomotdes. ... ....ouieeeiiie e, 35
5.1.1.1. L'activités des Flavonoides ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37

> ACtiVIté antioXydante ............ooiiiiiii 37

a. Piégeage direct de radicaux libres ..............ooiiiiiiiiii 38

b. Chélation des ions mEtalliques .............ccooviiiiiiiiiiii e 39
6. Les plantes MEdicinales. ...........ouiuiii i 39
6.1. Présentation Générale d’Olea SpP........c.ovviriiriiiii i 39
6.1.1. Origine et historique de POLIVIeT.........ooitiiii i 39
6.1.2. Nomenclature et systématique d’Oleasp...........cooiiiiiiiiiiiii e 40
6.1.3. Caractéristique morphologique d’Oleasp ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 41

» Systéme radiCulaire. .........ooeiiuiiiii e 41

¥ Les feuilles d OliVIer. ..o 42

6.1.4. Répartition EOZraphiqUe. .......cuvieniiiiit it ee e reeir e e eeens 42
6.1.5. Composition chimique des feuilles............coooiiiiii i 42
6.1.5.1. Composes phénoliques des feuilles et fruits de ’olivier.......................... 43

» Les composés PhNOIIQUES. .....oovtintiit i eee e 43

6.1.5.2. L’utilisation des fleurs d’olivier dans le domaine thérapeutique ................. 43

» L’effet anti-inflammatoire des feuilles d’olive..............coooiiiiiiiiiiin.n. 43

» L’activité anti-OXYdante ..........c.ouiiritiniitiite e 44

Chapitre Il: Protocoles expérimentaux

Protocoles eXPErimMENtaUX ... ..o.uiutene ettt et et 45
1o Matériel VEEtal. ... ..o 45
1.1. Methodes d’eXtraCtion ............c.cuiuiuiiin it 45
2. EXpérimentation animale ....... ..ottt 45

2.1. Animaux et conditions d’hébergements

"



Sommaire

2.2. Induction de la toxicité et traitement des rats...........coeevriiriiiiiiiiiiiiiini e, 46 / /
2.2.1. Effet préventif de I’extrait hydro—méthanolique de la plante Olea europaea sur la
toxicité aiglie induite par le Diclofénac (50 Mg/Kg) .......coviviiiiiiiiiiiiiie e, 46

> Dissection des rats, préléevement du sang et des organes............................. 47
»  Préparation d’homogeénat ............oooiiiiiiiiiiii i 47

2.3. Méthodes de dosage des paramétres biochimiques...........o.vviiiiiiiiiiiiiiineneennnn.. 48
2.3.1.D0Sage des tranSaminases. .........uveueerereentetet et ettt et et et ee e eanaanss 48
2.3.2.D0S80E de TUICE ...ovvitiit it e e 49
2.3.4.D0sage de 1a Créatinine. .........oouiitiiniitt ettt et aeae e aanns 50

2.4. Dosage des parametres du stress oxydatif ..o 50
2.4.1. Dosage de MDA au niveau d’homogénat...............coiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiieiannnns 50
2.4.3. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPX) ............ 52

2.5. Etude HistopatNOIOGIQUE ........c.oueineiii i e 52

2.6. Evaluation StatiStiqUe. . ... ..oueeett ettt e e e e e e e e e 52

Chapitre I11: Résultats et discussion
1. Résultats de I’étude expérimentale INVIVO ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiien 53

1.1. L’effet protecteur de l'extrait de la plante vis-a-vis la toxicité aigué induite par le

DICIOTENAC. ...t 53
1.1.1. L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques...................... 53
a. Les enzymes transaminases AST et ALT ... 53
b. L’effet sur la concentration sérique de 1’urée et la créatinine........................cevvienes 54
1.2. L’effet des différents traitements sur le statut oxydant...............c.ooiiiiiii ... 56
1.2.1. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) du foie et des reins................ 56

1.3. L’effet des différents traitements sur le statut antioxydant..................c..coonns 57
1.3.1. L’effet surle GSH du foie et des reins..........c.ooeiiiiiiiiiiiiii e, 57
1.3.2. L’effet sur activité de la GPx du foie et des reins.............cooeviiiiiiinnnennn, 59
1.4. Etude Histopathologique..........oooiniiiiii e 60

1.4.1. Auniveau du fO1€. . .oooiiiiiiii 60



Sommaire

63/

1.4.2. AU NIVEAU GBS TBINS. oottt e e e
2. DISCUSSION. .« ettt 65
(006) 1161 L1310 ) 1 P 69

70

Références bibliographiqUES. ...



Introduction




Introduction

Introduction

La réaction inflammatoire est une réponse physiologique, rapide et complexe de protection de
I’organisme face a une infection, un traumatisme thermique ou mécanique, une ischémie ou un
processus néoplasique. C’est une composante de la réponse immune innée non spécifique.
L’inflammation permet a 1’organisme de lutter contre les agressions, notamment infectieuses, mais
peut également devenir délétére lorsqu’elle est excessive et non régulée, via la libération massive

de cytokines pro-inflammatoire(Chavant et al., 2021).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde, que ce soit dans le contexte de la prescription médicale, ou de
l'automédication. En effet, plus de 300 millions de personnes dans le monde prennent des AINS.
Pour 30 millions de patients, la prise d’anti-inflammatoire non stéroidien est quotidienne.
L'inflammation étant un processus ubiquitaire, on comprend la tres grande fréquence de
prescription de ces médicaments. Leurs propriétés antalgiques, antipyrétiques et anti-

inflammatoires expliquent leur large utilisation symptomatique(Altman et al., 2015).

Les AINS sont associés a divers effets secondaires, y compris les troubles gastro-intestinaux,
cardiovasculaires, rénaux et hépatiques. Certains AINS ont été retirés du marché en raison d’une
toxicité cardiovasculaire et hépatique mortelle. Une analyse systématique des données recueillies
par le Drug-Induced Liver Injury Network a révélé que le Diclofénac est I’AINS le plus souvent

impliqué dans le développement des lésions hépatocellulaires (Jung et al., 2020).

En cette raison, on assiste, ces derniéres années, a un regain d’intérét pour les plantes
médicinales et aromatiques et pour leurs extraits. les végétaux présentent un potentiel anti-
radicalaire qui leur permettrait de jouer un role bénéfique en termes d’action préventive tres

importante pour la santé humaine et animale(Obame Engonga, 2009).

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant pas a leur
métabolisme de base, mais représentant plutét des produits du métabolisme secondaire. Nous
pouvons citer comme exemple les alcaloides, les terpénes, les stéroides, les polyphénols, les huiles
essentielles(La et al., 2011).

Les polyphénols sont des composés naturels, exclusivement synthétisés dans le régne végétal.
Les phénols alimentaires font I'objet d'un intérét scientifique croissant en raison de leurs effets
bénéfiques sur la santé humaine, et principalement les flavonoides(Boutakiout, 2017).

Les flavonoides sont des substances naturelles qui acquiérent diverses propriétés

pharmacologiques et des applications thérapeutiques, ils sont endossée aux structures phénoliques

AN
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qui ont I'efficacité antioxydante et de limiter les processus médités par les radicaux libres (La et
al., 2011).

L’olivier (Olea sp.) est I'un des plus anciennes cultures de la région méditerranéenne ou il a
occupé depuis la préhistoire une place majeure dans la culture de cette région. (Olea sp.) est
traditionnellement utilisé comme hypotenseur, emollient, laxatif, diurétique, nettoyant pour la
peau, et également utilisé pour les traitements d’infections urinaires, de calculs biliaires, d’asthme
bronchique et de diarrhée. Plusieurs phyto-constituants ont été signalés dans les différentes parties
de la plante telle que les glycosides, les flavonoides, les secoiridoides et les acides gras poly-

insaturés (Himour et al., 2016).

Dans cette étude, nous avons évalué I’effet protecteur de I’extrait hydro-méthanolique des
feuilles de la plante olivier (Olea sp.) contre la toxicité néphro-hépatique induite par le Diclofénac

chez des rats males de souche Wistar Albinos.

/

/
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1. L’inflammation

Pour mieux comprendre le fonctionnement des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), il
est important de connaitre les différents facteurs impliqués dans le processus inflammatoire.
C’est pourquoi, nous ferons d’abord un rappel sur ce phénoméne, ses mécanismes et médiateurs,
et ou réside I'effet des AINS.

1.1. Définition

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de I'organisme contre
une agression qui entraine une altération tissulaire. La fonction premiere de la réponse
inflammatoire est d’élimmner ou d’isoler I'agent agresseur (bactérie, virus, parasites, tissu 1ésé)
(figure 1) du reste de 'organisme et de permettre, le plus rapidement possible, la réparation des
tissus. Cette réponse dénommée inflammation aigué, est un phénoméne bénéfique pour
I'organisme qui peut ainsi retrouver son intégrité physiologique. L’aspect négatif de la réponse
inflammatoire intervient quand cette derniere se pérennise et devient chronique. Dans ce cas, la
réaction inflammatoire devient défavorable et doit étre contrlée par des traitements
médicamenteux (Weill et Batteux, 2003).

Agents
chimiques

Agents

infectieux

Signal de DANGER

Réaction inflammatoire

Figure 1 : Exemples de facteurs déclenchant I’inflammation (Mathieu et Guimezanes, 2011)
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1.2. Mécanismes cellulaires et moléculaire de I’inflammation

Les mastocytes sont les premiéres cellules immunitaires a entrer en jeu, suivi par les cellules
dendritiques et les macrophages, tous appelés cellules sentinelles résidentes. A celles-ci
s’ajoutent les plaquettes et les lymphocytes (Crea et Biasucci, 2012 ; Newton et Dixit, 2012 ;
Hirayama et al., 2017).

Ces cellules possédent a la surface de leur membrane des récepteurs appelés PRR (Pathogéne
Recognition Receptors) notamment les TLR (Toll like receptors) capables de reconnaitre le type
d’agresseur. Quant aux bactéries, elles sont munies des motifs PAMP (Pathogen Associated
Molecular Patterns) qui sont immédiatement reconnus par les PRR dés qu’elles pénétrent dans
les tissus (Normand, 2009; Newton et Dixit, 2012; Liu et al., 2017; Patel et al., 2017; Amarante-
Mendes et al., 2018).

Cette reconnaissance conduit a l'activation des cellules résidentes et declenche une réponse
inflammatoire (Sterka Jr et Marriott, 2006; Rubartelli et Lotze, 2007 ; Medzhitov, 2008).

Cela conduit a la libération de médiateurs inflammatoires, qui sont les Véritables signaux
dalerte de tout le systeme immunitaire (IL-1, TNFa, etc.). Certains médiateurs, tels que
I'histamine et la sérotonine, sécrétés par les mastocytes agissent sur les parois des vaisseaux
sanguins, augmentant ainsi la vasodilatation et la permeéabilit¢ vasculaire pres du site de la
blessure (Nathan, 2002). Et ca facilite le passage des cellules multi nucléées (granulocytes et
monocytes) du milieu sanguin dans les tissus, C'est la dialyse. Les principales caractéristiques de
la réponse inflammatoire sont la rougeur, la douleur, la fi¢vre et I'cedéme. D'autres médiateurs
tels que les cytokines et les chimiokines libérées par les cellules sentinelles (IL-1, IL-6, TNFa)
peuvent recruter d'autres cellules fortifiées telles que les macrophages (Patel et al., 2017; Diallo,
2019). Bien que la réponse immunitaire innée soit efficace, elle n'élimine pas toujours l'agent
pathogene, et l'agresseur peut persister, ce cas est assisté par le systeme immunitaire adaptatif via

l'activation des lymphocytes (Normand, 2009 ; Scrivo et al., 2011).

Idéalement, l'infllmmation est un processus physiologique souhaitable et bénéfique pour le
corps, car elle permet dattaquer et déliminer les agents pathogénes et de retourner a
I'homéostasie des tissus endommagés (Medzhitov, 2008 ; Hajjaj, 2017).

L'infllmmation est souvent mal contrélée, non régulée et dégenérée, ce qui peut entrainer des

affections telles que la polyarthrite rhumatoide et la maladie de Crohn. Il s'agit d'une
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inflammation chronique dans ce cas (Pacheco-Sanchez et al., 2007 ; Alessandri et al., 2013 ;
Hajjaj, 2017).

De nombreuses substances sont impliqguées dans le processus inflammatoire. Il s'agit
notamment des cytokines infllmmatoires (TNFa, IL-1 et IL-6), des prostaglandines (PGs) et du
monoxyde d'azote (NO), mais aussi des neutrophiles, des monocytes, des macrophages et des
mastocytes et lymphocyte T, qui jouent également un role important. Chacune de ces molécules
doit jouer son réle efficace et complexe pour que la réponse inflammatoire réussisse et ne
dépasse pas sa cible. Sinon, cela peut provoquer l'apparition d'autres pathologies (Kapoor et al.,
2005; Diallo, 2019).

1.3. Les types d’inflammation
1.3.1. Inflammation aigué

Il s'agit de la réponse immédiate & un agent agresseur de courte durée (quelques jours
ou semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

(Rousselet et al., 2005). Elle évolue en 3 phases qui sont :

A. Laphase vasculaire

Elle se caractérise par l'activation des plaquettes et du premier médiateur soluble (Fig. 2). Les
plaquettes sont activées tres rapidement. Et interviennent a l'aide de facteurs de coagulation dans
le plasma, comblant la breche et limitant l'acces des pathogénes a l'organisme. Les plagquettes
activées libérent également des protéines avec de fortes propriétés d'agrégation et de
vasoconstriction (rétrécissement du diamétre des vaisseaux). L'effet vasoconstricteur est trés court
et permet de limiter les « fuites » de sang. De nombreux médiateurs solubles présents dans le sang
sont activés tres rapidement (systtme du complément, systéme kinine, etc.). Leur objectif est de «

sonner l'alarme » et de mobiliser les cellules immunitaires innées sur le site de l'inflammation.

Le systeme du complément joue un réle dans la vasodilatation, l'augmentation de la

perméabilité vasculaire et l'attraction des cellules circulantes vers le site endommagé.
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Le systéeme Kkinine joue un rdle dans la perméabilité¢ vasculaire qui permet aux cellules
immunitaires d'atteindre le niveau tissulaire : mais aussi de la sensation de douleur grace a leur

interaction avec les neurones sensoriels qui sont des cellules jouant le role de « capteur de

douleur» (Mathieu et Guimezanes, 2011).

Bréche vasculaire

Activation de la coagulation Activation plaquettaire

Phospholipides
/ membranaires

Facteur Xlia
|
Coagulation |

4~ Acide
arachidonique

[ vasoconsincon [ ol Thromboane A2

Figure 2 : Activation plaquettaire au cours des premiéres étapes de la phase vasculaire (Weill et
Batteux, 2003)

B. La phase cellulaire

Les neutrophiles sont les premiéres cellules circulantes a atteindre les tissus endommageés.
Lorsque les neutrophiles sont insuffisants pour détruire les micro-organismes, les monocytes et
macrophages circulants attirés par les chimiokines, vont venir en renfort sur le site 1ésé pour
phagocyter les microbes et les débris cellulaires. Lorsqu'elles atteignent le site de la lésion, les
cellules du systéme congénital sont activées soit par contact direct avec l'agent pathogene, soit
par la présence de cytokines sécrétées par les cellules résidentes. La reconnaissance des modeles
microbiens par les neutrophiles et les macrophages conduit a la phagocytose et a la destruction
partielle des micro-organismes. Aprés avoir ingéré ces micro-organismes, les neutrophiles

produisent des composés hautement réactifs dans les granules et les liberent dans les tissus
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endommagés. Ce sont des formes réactives d'oxygene, d'oxyde nitrigue et de peptides

antimicrobiens (Mathieu et Guimezanes, 2011).

C. Laphase de résolution

C'est l'étape d'élimination des agents pathogenes, des neutrophiles morts et des produits de
dégradation des tissus, donc c’est le retour a 'homéostasie. Les macrophages sécrétent alors des
cytokines (IL-4 et IL-10), des fibroblastes et des médiateurs, initiant une période de cicatrisation
et de régénération tissulaire douloureuse (Mebirouk et Naimi, 2017; Diallo, 2019).

La figure ci-dessous (figure 3) résume les différentes étapes de I'inflammation aigie.

ULl - '

élimination compléte de Fagent cousal,

2. Reconnaissance de pathogénes
ou de molécules endogénes et induction
de la réponse immunitaire innée

3b. Augmentationde la
sanguine perméabilité membranaire | coiconps focteurs du focteurs de

Figure 3 : Principales étapes de I'inflammation aigtie (Funaro et al., 2009)
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1.3.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est définie par une durée supérieure a six semaines. La cause de la
chronicit¢ n’est pas toujours évidente. Dans beaucoup de cas, elle est liée a I'incapacité¢ de
Iorganisme a €élimmer la substance déclenchante (poussiere de silice ou d’amiante : silicose et
asbestose) (Weill et Batteux, 2003; Heymonet et Heymonet, 2018).

L’inflammation chronique se caractérise par ’existence de certains phénomenes spécifiques :
Les réponses vasculaires et cellulaires, au lieu de se succéder dans le temps comme c’est le cas
pour I'inflammation aigué, sont intriquées de telle sorte qu’on ne parle plus de phases mais de
composantes vasculaires et cellulaires.

L'afflux de cellules dans le foyer de linflammation s'organise progressivement en infiltrats
denses, comprenant des cellules polymorphonucléaires, des macrophages, des cellules
dendritiques, des lymphocytes et des plasmocytes. Des modifications permanentes de la structure
des vaisseaux sanguins sont observées : hypertrophie des cellules endothéliales et des fibres
musculaires lisses, infiltration leucocytaire. Le remodelage tissulaire est toujours important et
comprend la destruction, I'angiogenese et la réparation, la guérison et le remplacement des tissus
détruits. Cependant, le tissu cicatriciel n'a pas de propriétés anatomiques et fonctionnelles et ne
peut pas réellement remplacer le tissu détruit (Weill et Batteux, 2003; Heymonet et Heymonet,
2018). Et La balance entre les molécules pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa) et anti-
infllmmatoires (1L10, IL-4, IL-13 et TGFpB) est perturbée (figure 4), ce déséquilibre conduisant a

des nombreuses pathologies et a la destruction des tissus enflammés (Mebirouk et Naimi, 2017).

TNFa, NFKB,
protéases,...

maladies inflammatoires  Angiogénése et cancer

Figure 4 : Déséquilibre entre molécules pro et anti-inflammatoires (Mebirouk et Naimi, 2017)
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1.4. Les médiateurs d’inflammation
1.4.1 Médiateurs chimiques

L’inflammation fait intervenir des cellules (granulocytes, mastocytes, macrophages,
plaquettes, fibroblastes, lymphocytes, et cellules endothéliales) et implique aussi une diversité de
Molécules, parmi elle : les cytokines, les interleukines, I'oxyde nitrique, les médiateurs lipidique,
et méme des radicaux libres oxygénés (Sadia, 2015; Diallo, 2019).

Le tableau 1 résume I’origine et les effets des plus importants médiateurs de I'inflammation.
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Tableau 1 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Davoine et Lacy, 2014)

Médiateurs

Histamine

Sérotonine

Facteurs d’activation

plaquettaire

(PAF)

Prostaglandine

Cytokines

Origines

Mastocytes, basophiles,

éosinophiles et plaquettes

Mastocytes et plaquettes

Plaguette, neutrophiles,
monocytes et cellules

endothéliales

Essentiellement par les

leucocytes

Macrophages et les

lymphocytes

Effets
Assure la vasodilatation,
augmente la perméabilité
vasculaire, induit I’expression
des molécules d’adhésion sur
I’endothélium vasculaire.
Augmente la perméabilité
vasculaire, dilate les capillaires
et stimule la contraction des
muscles lisses.
Vasodilatation, augmente
I’adhésivité de la  paroi
vasculaire, stimule I’agrégation
des  plaquettes, induit la
production des ROS et Ia
libération des enzymes
lysosomiales par les
neutrophiles, les éosinophiles et
les macrophages.
Vasodilatation, renforce I’action
de Thistamine, augmente Ila
sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.
Elles agissent sur des récepteurs
membranaires, elles peuvent étre
pro-inflammatoires (IL-1p, IL-6,
ou le TNFa) ou encore anti-
(IL-10).

Intervient dans la réparation

inflammatoires

tissulaire.
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1.4.2. Les mediateurs lipidiques

Les médiateurs inflammatoires ont une variété d'effets biologiques et d'origines (tableau 1).
Ces médiateurs sont produits par les macrophages, les mastocytes et les cellules endothéliales. 1ls
sont dérivés des phospholipides de la membrane cellulaire via la phospholipase (Fig. 5) et
contiennent principalement des métabolites d'acide arachidonique (Ricciotti et FitzGerald,
2011 ; Yahfoufi et al., 2018 ; Diallo, 2019).

Il existe deux voies métaboliques de I’acide arachidonique :

a)Voie de la lipooxygénase

Les lipooxygénases : sont des dioxygénases non héminiques intervenants dans 1’oxydation
de l'acide arachidonique, ce qui conduit a des hydroperoxyacides et des leucotriénes (LTB4,
LTC4, LTD4 et LTE4), ainsi qu’a d’autres composés dont la structure et les propriétés
ressemblent a celles des leucotrienes (lipoxines et hépoxylines)

Les leucotrienes : augmentent la perméabilité vasculaire et exercent une action
chimiotactique sur les polynucléaires neutrophiles. En association avec les prostaglandines, ils
peuvent déclencher I’ensemble des symptomes caractéristiques de I'inflammation (Lullmann et
MohrK, 2001). Ils provoquent une agrégation plaquettaire, ainsi qu’une bronchoconstriction avec

hypersécrétion bronchique (Benouarets et Moknine, 2016).

b) Voie de la cyclooxygénase

La cyclooxygénase de typel ou COXL1 : constitutive, présente au niveau de I’estomac, du rein
et des thrombocytes, elle permet la synthése des prostaglandines au niveau d’estomac et des
reins, des prostacyclines au niveau de la muqueuse gastrique et des cellules endothéliales et du

thromboxanes A2 au niveau plaguettaire.

La cyclooxygénase de type 2 ou COX2 : COX-2 présente 60 % d’homologie avec COX-1 et est
inductible. Plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, I'IL-1!, 'IL-6, ainsi que des
facteurs de croissance, des agents pathogénes (par exemple, le LPS) sont capables d’induire
I’expression de COX-2. Le géne de COX-2 est localisé sur le chromosome 1 (gene PTGS2) et
présente un élément de réponse NF-kB dans son promoteur ainsi que d’autres éléments de

réponse dépendant de cytokines comme I'IL-6 (Sobolewski, 2011).
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Phospholipides membranaires ]

Phospholipase A2

Acide arachidonique I

: (?ycluoxygénasc ) ( S-Iipnxygénm- t

Prostaglandine H2 5-HydroxyPentaEicosaTriEnoic Acid
(PGH2) (5-HPETE)
Prostacycline  Prostaglandines Thromboxane A2 Leucotriénes Lipoxines
(PGI2) (PGD2, PGE2, (TXA2) (LTA4, LTB4, LTC4
PGFa) LTD4, LTF4, LTE4)

Figure 5 : un schéma qui résume les médiateurs lipidique de ’inflam mation (Mouffouk, 2019)

2. Les Anti-inflammatoires

Les traitements utilisés dans le cadre de I'inflammation chronique sont variés et dépendent de
la maladie. Ces traitements agissent sur les effets initiateurs ou amplificateurs de I’inflammation
(migration des cellules inflammatoires, broncho-constriction, espéces réactives oxygénées). En
plus des traitements spécifiques utilisés dans chaque maladie chronique (asthme, athérosclérose,
cancer), des anti-inflammatoires seront utilisés pour soulager la douleur et diminuer
I'inflammation. Pour limiter I'inflammation, la thérapie employée en médecine moderne consiste
en [utilisation des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et stéroidiens (AIS) ou

glucocorticoides (Ghalem, 2014).
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2.1. Classification des anti-inflammatoires : on distingue trois classes essentielles :
2.1.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens AINS

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe pharmaco-
thérapeutique hétérogéne qui regroupe de nombreuses molécules appartenant a plusieurs familles
classées selon leurs propriétés chimiques. lls réduisent ou suppriment la réaction inflammatoire
en inhibant la biosynthése des prostaglandines via les isoenzymes de la cyclo-oxygénase (COX 1
et 2). Leurs indications sont multiples ; pour le traitement des états inflammatoires, comme
antalgiques ou antipyrétiques dans des pathologies aigués ou chroniques. De ce fait, leur
utilisation est trés variable en termes de voie d’administration (orale, parentérale, percutanée), de
durée (d’une dose unique au traitement au long cours), de dosage (faible versus forte dose), en
monothérapie ou en combinaison avec d’autres molécules (par exemple le paracétamol) (

Paulose-Ram et al., 2003 ; Lewis et Stine, 2013).

2.1.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol. 1ls représentent le traitement le plus efficace utilisé
pour les maladies inflammatoires chroniques tels que I’asthme, Iarthrite rhumatoide, les
maladies inflammatoires de I'intestin et les maladies auto-immunes. Comme pour les AINS,
I'usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets indésirables. Le risque d'apparition
de ces effets indésirables s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement et
l'augmentation de la posologie (Kessel et al., 2014).

Divers troubles peuvent étre observés. Ces troubles peuvent étre aigués tels que
I’hypertension artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle de glucocorticoides a la fin du
traitement, I’euphorie avec insomnie allant jusqu’a une psychose aigué et ’apparition d’ulcéres
gastroduodénaux. Des troubles chroniques peuvent aussi se manifester tels que I’ostéoporose, les

cataractes et la prise de poids (Ramamoorthy et Cidlowski, 2016).

2.1.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétales

De trés nombreux composés phytochimiques sont issus du regne végétal et fongique avec une
gamme vari¢e d’activités biologiques (Dhingra et al., 2018). Certains d'entre eux ont des

propriétés anti-inflammatoires et ciblent spécifiquement les COX-1, -2 et la lipoxygénase,
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I'oxyde nitrique, etla phospholipase A2 ...etc. Ces molécules ont un intérét. lls se développent
pour offrir des avantages par rapport aux anti-inflammatoires traditionnels avec Moins d'effets
secondaires (Maroon et al., 2010 ; Mebirouk & Naimi, 2017 ; Dhingra et al., 2018).

2.2. Mécanisme d’action des AINS

Les AINS sont tous des inhibiteurs de cyclo-oxygénases. Sur le plan du mode d’action, ils
inhibent la production des prostanoides primaires en bloquant lI'accés de l'acide arachidonique au
site actif des cyclooxygénases (COX). Parce que les prostanoides produits par COX-1 semblent
jouer un réle physiologique (protection de la muqueuse gastrique, agrégation plaquettaire,
homéostasie vasculaire, maintien de l'équilibre hydrosodé) tandis que ceux produits par COX-2
semblent intervenir principalement dans la réponse inflammatoire et dans quelques processus
associés a la prolifération cellulaire, est née I'hypothése que les AINS inhibant spécifiquement
COX-2 pourraient théoriquement conserver les propriétés thérapeutiques des AINS tout en ayant
moins d'effets indésirables grace au maintien de la production de prostaglandines physiologiques
(Blain et al., 2000).

Cette famille de médicaments, qui inclut des médications telles que le Naproxene,
I'Ibuproféne, le Diclofénac ou le Rofécoxib, inhibe la cyclo-oxygénase (COX), un enzyme clé
impliqué dans la production de prostaglandines. Les prostaglandines, présentes dans tout
I'organisme, sont impliquées dans un trés grand nombre de fonctions dont la geneése de la
douleur et des syndromes inflammatoires ainsi que le contréle de la température corporelle.

Le précurseur des prostaglandines, ’acide arachidonique, présent sous forme estérifiée dans
les membranes cellulaires, est mobilisé sous I'effet de nombreux stimuli par la phospholipase A2
et oxydé par la cyclo-oxygénase en endoperoxides (PGG2) et par la suite transformé en PGH2
(figure 6). Ce dernier est isomérisé ou transformeé en divers prostanoides en fonction de la

distribution cellulaire et tissulaire des enzymes spécifiques de synthése (Hermans, 2017).
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COX-1, présent dans :
Plaquettes (TXA,)
Estomac (PGE,)
Endothélium (PGI,)
Autres tissus y compris
systéme nerveux

Acide
arachidonique

COX-2, présent dans :

Cellules inflammatoires (PGE,)
Reins (PGl,)

Autres tissus y compris vasculaires,
en particulier, aprés induction

Effets des AINS liés a I'inhibition de COX-1 :
Indésirable : gastrotoxicité
Souhaitable : antithrombotique (aspirine)

Effets des AINS liés a l'inhibition de COX-2 :
Indésirables : M TA, rétention hydrosodée, effet
prothrombotique ?

el T SN

PGI,

vasodilatateur
hyperalgique,
anti-agrégant

‘Souhaitables : anti-inflammatoire, analgésique

Endoperoxides cycliques

TXA, PGE,
vasoconstricteur, vasodilatateur
pro-thrombetique hyperalgique,

pro-inflammatoire

Figure 6 : Synthése des prostaglandines et inhibition par AINS (Hermans, 2017)
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Figure 7 : Mécanisme d’action des AINS et effets secondaires (Meunier et Larrey, 2018)

La plupart des AINS ont une élimination rénale (plus rarement biliaire), notamment pour leurs

métabolites inactifs. Il est possible de classer les AINS en fonction des profils de sélectivité pour

la Cox-1 et la Cox-2 (figure 7). Sur le plan pharmacocinétique, le metabolisme hépatique est

variable selon les molécules. L’exposition a certams AINS est susceptible d’étre modifiée par

des inhibiteurs du cytochrome P450. Les AINS qui présentent des groupes fonctionnels acides

(Ibuproféne, Diclofénac, Naproxene) s’accumulent sélectivement sur le site de I'inflammation au

contraire des autres molécules dont la distribution est plus homogéne dans 'organisme. La

plupart des AINS ont une élimination rénale (plus rarement biliaire), notamment pour leurs

meétabolites inactifs. L’inhibition de la Cox-1 (hors indication antiagrégante) et de la Cox-2

E
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constitutives est source d’effets indésirables. La Cox-1 est d’expression constitutive et
ubiquitaire, avec des implications bien identifiees au niveau gastro-intestinal, plaquettaire, rénal
et endothélial. La Cox-2 constitutive est exprimée aux niveaux rénal, gastro-intestinal, cérébral,
pulmonaire et thymique. La Cox-2 inductible est exprimée au niveau des sites inflammatoire et

tumoral. Elle est la cible thérapeutique des AINS. Les inhibiteurs sélectifs de la Cox-2 n’inhibent

pas I'agrégation plaquettaire (figure 8) (Becker et Monassier, 2018).
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Figure 8 : Schéma récapitulatif des principaux roles identifiés pour les cyclo-
oxygénases (Becker et Monassier, 2018)
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2.3. Diclofénac

Le premier médicament anti-inflammatoire mis sur le marché aprés I’acide acétyle salicylique
est la phénylbutazone, parue en 1952. Ce n’est qu’aprés une décennie qu’on a eu la venue de
I'acide méfénamique, ibuproféne et I'indométacine dans cette classe médicamenteuse (Bolduc,
2008). A ce stade, les industriels pharmaceutiques se sont décidés de se lancer dans un projet de
développement de nouveaux médicaments anti-inflammatoires qui ont une activité supérieure et
une tolérance bien meilleure. C’est en 1973 que le laboratoire CIBA-GEIGY innove en
commercialisant le Diclofénac sous le nom de Voltaréne (Tamazirt, 2017).

2.3.1. Définition

Le Diclofénac est un anti-infllmmatoire non stéroidien (AINS), dérivé de [lacide
phénylacétique du groupe des acides arylcarboxyliques. Il posséde les propriétés suivantes :
activité¢ antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et inhibition de courte durée de la fonction
plaquettaire. On compte 57 médicaments contenant la substance active seule et deux
médicaments contenant la substance active en association (Misoprostol) (Tamazirt, 2017).
Disponible sous plusieurs formes : orale, injectable, rectale, cutanée, collyre et a différentes
doses 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg (Mimoun et Saraoui, 2016).
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2.3.2. Caractéristiques physicochimiques

Les propriétés physicochimiques sont résumées dans le tableau | suivant :

Tableau I : Propriétés physicochimiques du Diclofénac sodique (Médicament, 2007)

DCI
IUPAC

Formule chimique brute
Pka

Diclofénac de sodium

[2-[(2,6-dichlorophényl) amino]phényle] acétate de
sodium.

C14H11CI2NO2

4,0 £0,2 a 25°C dans I’eau

Formule chimique développée

Masse molaire

Point de fusion
Solubilité pour
température de 15°C a
25°C

Aspect

l@]
f
O
- Na+
318,1 g /mole
280°c, avec décomposition
une » Facilement soluble dans le méthanol (1 a 10

ml / 1g du Diclofénac)

» Soluble dans I’éthanol a 96% (10 a 30 ml /
1g du Diclofénac)

> Assez soluble dans I'eau (30 a 100 ml / 1g
du Diclofénac)

» Peu soluble dans I'acétone (100 a 1000 ml /
1g du Diclofénac)

Poudre cristalline, blanche ou faiblement jaunatre,

faiblement hygroscopique.
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2.3.3. Propriétés pharmacologiques
2.3.3.1. Propriétés pharmacocinétiques

Le Diclofénac est absorbé a 100% apres une administration orale. Toutefois, en raison du
premier passage hépatique, seulement 50% de la dose absorbée est systemiquement disponible.
Les aliments n'ont pas deffet significatif sur lampleur de [labsorption du Diclofénac
(Saraf, 2008). Le produit est majoritairement li¢ aux protéines plasmatiques principalement
l'albumine (99%) (Boelsterli, 2003 ; Birouk et al., 2013). Sa demi-vie dans le plasma est de 1 a 2
heures. Le Diclofénac s'accumule dans le liquide synovial aprés administration orale, ce qui peut
expliquer que la durée de l'action thérapeutique est beaucoup plus longe que la durée de la demi-
vie. Moins de 1 % du principe actif est éliminé inchangé dans les urines. Environ 60 % de la
quantité administrée est éliminé sous forme de métabolites dans les urines, le reste est éliminé

dans les feces (Aouacheri et al., 2009).

Le Diclofénac est intensément métabolisé dans le foie, et suit deux voies principales que ce

soit chez 'Homme ou les animaux d'expériences :

» Voie d'hydroxylation : le Diclofénac subit une hydroxylation catalysée par le hCYP2C9
et hCYP3A4 (deux isozymes du cytochrome P450) ayant pour résultat la formation de 4'-
hydroxy Diclofénac (métabolite oxydant principal) et 5- hydroxy Diclofénac
respectivement. Ces deux métabolites ont le pouvoir d'étre encore oxydés en 4'-hydroxy-
et 5-hydroxy-dic lofénac.

» Voie de glucuronidation : L'isoforme impliqué dans la glucuronidation du Diclofénac
est TUGT2B7. Ce dernier assure la formation du Diclofénac-acyle glucuronide (Naisbitt
et al., 2007).

2.3.3.2. Propriétés pharmacodynamiques et mécanisme d’action

L’action d’une dose unique est beaucoup plus longue que sa demi-vie, cela s’explique en
partie par les concentrations élevées présentes dans le liquide synovial. Le mécanisme d’action
exact n’est pas connu mais il est assimilé aux autres AINS, en bloguant la synthése des
prostaglandines par inhibition de la cyclo-oxygénase (COX).

L’inhibition de la COX engendre la diminution de la prostaglandine au niveau de I'épithélium

de l'estomac la rendant trés sensible a la corrosion par l'acidité gastrique, sachant que le
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Diclofénac a une petite préférence a bloquer les COX2 ce qui le rend moins agressif par rapport
a IAspirine et 'Indométacine. Le Diclofénac est le seul AINS qui apparemment inhibe aussi la
lipo-oxygénase (LOX) diminuant ainsi la synthése des leucotriénes (médiateurs pro-
inflammatoires). Il est aussi soupgonné qu’une action sur la phospholipase A2 est ajoutée a
I’ensemble des mécanismes provoquant ainsi des actions antipyrétique, antalgique et anti-

inflammatoire (Saraf, 2008).

» Interactions du Diclofénac avec la COX-2

Le Diclofénac se distingue des autres AINS par un mécanisme inhibiteur particulier a I'égard
de la COX-2. Contrairement a la plupart des anti-infllmmatoires qui établissent une liaison
ionique avec l'arginine 120 située a I'entrée du site actif, le Diclofénac se fixe par l'intermédiaire

de liaisons hydrogéne impliquant la Serine 530 et la Tyrosine 385 (figure 10) (Nuhrich, 2015).

COX-2

Ser 530

Val 523

Figure 10 : Mécanisme inhibiteur de la COX-2 par le Diclofénac (Nuhrich 2015)
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2.3.4. Indications therapeutiques

Ce médicament est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS). Il lutte contre l'inflammation
et la douleur, fait baisser la fievre et fluidifie le sang.
Il est utilisé chez l'adulte dans :
- Le traitement symptomatique des rhumatismes inflammatoires chroniques (notamment de la
polyarthrite et de la spondylarthrite ankylosante) et de certaines arthroses invalidantes ;
- Le traitement de courte durée des douleurs aigués d'arthrose, des arthrites (dont la goutte), des
tendinites, des bursites, des lombalgies, des sciatiques et des cruralgies ;
- Les régles douloureuses (comprimés a 25 et a 50 mg).
Il est utilisé chez l'enfant de plus de 6 ans dans le traitement des rhumatismes inflammatoires
(dosages a 25 et 50 mg) (Tamazirt, 2017).

2.3.5. Effets indésirables

Les effets indésirables les plus fréquents sont digestifs : nausées, vomissements, diarrhée,
ballonnements, constipation, douleurs abdominales, gastrite, aggravation d'une maladie
inflammatoire chronique des intestins (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique). Ulcére de
l'estomac ou du duodénum, notamment en cas de traitement a dose élevée, de prise prolongée et
chez la personne agée. Exceptionnellement : hémorragie du tube digestif (vomissements
sanglants, selles noires ou plus souvent pertes de sang imperceptibles, responsables de
l'apparition d'une anémie).

- Réaction allergique : crise d'asthme, choc anaphylactique.

- Eruption cutanée, urticaire, démangeaisons. Exceptionnellement : photosensibilisation, allergie
cutanée gravissime (éruptions bulleuses), complication infectieuse en cas de varicelle.

- Hypertension artérielle, cedémes.

- Rétention d'eau pouvant aggraver une insuffisance cardiaque.

- Insuffisance rénale, en particulier en cas dinsuffisance cardiaque, de déshydratation ou de
traitement par diurétique.

- Maux de téte, étourdissements. Plus rarement : somnolence ou au contraire insomnie,
irritabilité, tremblements. Exceptionnellement : troubles de la vue, bourdonnements d'oreille.

- Augmentation des transaminases, hépatite (rare).

- Tres rares anomalies de la numération formule sanguine.
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- Les AINS en général sont susceptibles de diminuer la fertilité chez les femmes, notamment en

cas de traitement chronique (Tamazirt, 2017).

3. Toxicité du Diclofénac sodique

Le métabolisme du Diclofénac dans le foie par le CYP 450 et ces isozymes donne naissance a
des métabolites réactifs comme les quinoneimines. Ces derniers peuvent étre impliqués dans le
processus de stress oxydatif et il peut méme induire I’hepatoxicité et la néphrotoxicté (Yano et

al., 2012).

3.1. Hépatotoxicité des AINS
3.1.1. Tissu hépatique

Le foie est le plus grand organe solide, la plus grande glande et I'un des organes les plus
vitaux qui fonctionne comme un centre pour le métabolisme des nutriments et I'excrétion des
métabolites. Le foie pese environ 15009 et représente environ 2,5 % du poids du corps adulte. La
surface du foie est lisse et en forme de déme, ou il est lie & la concavité de la surface inférieure
du diaphragme. Le foie se situe au niveau du quadrant supérieur droit de ’abdomen ou il est
caché et protégé par la cage thoracique et le diaphragme. Un foie normal est situé entre la 7°™ et
la 11°™ cotes sur le coté droit et traverse la ligne médiane vers le mamelon gauche (Bodzin et
Baker, 2019).

Le foie est divisé en 4 lobes : droit, gauche, caudate, et quadrate. Les lobes droit et gauche
sont les plus grands, tandis que le caudate et le quadrate sont plus petits et situés a Parriere. Deux
ligaments sont visibles avant. Supérieurement, le ligament falciforme sépare les lobes droit et
gauche. Inférieur au ligament falciforme est le ligament rond, qui dépasse du foie légérement. Le
lobe caudé est situé au-dessus, approximativement entre les lobes droit et gauche. Adjacent au
lobe caudé est le sulcus pour la veine cave inférieure. Juste inférieure au caudate est la porte
hepatis, ou l'artére hépatique et la veine porte hépatique entrent dans le foie. La veine porte
transporte du sang chargé de nutriments au systéeme digestif. Inférieur a la porta hepatis est le
canal biliaire qui conduit a la vésicule biliaire. Le foie est maintenu par un systéme de
mesentéres postérieurement, et est également attaché au diaphragme via le ligament falciforme
(figure 11) (Sherwood et al., 2006).

Les cellules hépatiques sont constituées d'hépatocytes et de cholangiocytes. Les hépatocytes

sont des cellules épithéliales hautement polarisées, ou leur surface basolatérale est directement
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reliée aux cellules endothéliales sinusoidales pour faciliter I'échange de matériaux entre les
hépatocytes et les vaisseaux sanguins. Les jonctions serrées entre les hépatocytes permettent la
formation des canalicules. Ces canalicules biliaires collectent les sels biliaires et les acides qui
sont transportés a travers la face apicale des hépatocytes aux voies biliaires, ou ils sont
finalement stockés dans la vésicule biliaire avant la libération dans le duodénum (Miyajima et
al., 2014).

Les hépatocytes exécutent la plupart des fonctions généralement associées au foie. lls
extraient et traitent les nutriments et d'autres matériaux du sang et ils produisent les deux
sécrétions exocrines et endocrines. La fonction hépatique est aussi soutenue par les cellules non
parenchymateuses qui se composent de nombreux types de cellules comme les cholangiocytes,
les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules tueuses naturelles, les cellules de Kupffer et

les cellules étoilées (Sadri et al., 2016).

hépatiques Sinusoide

C licul
biliaires

Conduit biliaire

Veinule porte
hépatique
Artériole
hépatique

Hépatocyte

Ceollule
réticulo-
endothaliale
&toilée

Tissu
conjonctif

(b) Vue détaillée des composantes microscopigues d'un lobule hépatique

Figure 11 : L’histologie d’un lobule, I’unité fonctionnelle du foie (Tortora et
Derrickson, 2006)
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3.1.2. Lésions hépatocellulaires causees par des AINS

L’hépatotoxicité¢ est une complication grave liee aux AINS, bien que les incidences soient
moins fréquentes que celles des lésions gastro-intestinales et de I'insuffisance rénale. Elle peut se
produire avec tous les AINS, mais semble étre plus fréquente avec le Diclofénac et
particulierement le Sulindac (Bindu et al., 2020).

Les patientes agées de plus de 50 ans, atteintes d’une maladie auto-immune, et celles qui
prennent d’autres médicaments potentiellement hépatotoxiques, semblent particulierement
vulnérables. Les anomalies des tests de fonction hépatique se résorbent généralement dans les 4 a
6 semaines suivant I'arrét du médicament (O’Connor et al., 2003).

Il existe deux principaux profils cliniques d’hépatotoxicité dus aux AINS. La premiere est une
hépatite aigué avec jaunisse, fievre, nausées, transaminases trés élevées et parfois
hyperéosinophilie. Le modele alternatif est avec sérologique (ANF-positif) et histologique
(inflammation périportale avec filtration de plasma et de lymphocytes et fibrose s’étendant
dans le lobule) caractéristiques de I’hépatite chronique active (O’Connor et al, 2003). En
analysant les études publiées, 'aspartate transaminase (AST) et I’alanine transaminase (ALT)
pourraient étre considérées comme les deux biomarqueurs les plus courants liégs a
I’hépatotoxicité. Néanmoins, des anomalies sérologiques dans les taux de phosphatase alcaline et

de bilirubine totale sont également signalées (Bindu et al., 2020).

3.1.3. Voies impliquées dans I'hépatotoxicité induite par AINS

Le mode d’action hépatotoxique des AINS, un certain nombre de mécanismes ont été
impliqués en fonction du medicament concerné. Toutefois, deux mécanismes prédominants ont
été identifies : 'hypersensibilité¢ et I’aberration métabolique.

Des études portant sur des mitochondries hépatiques ou des hépatocytes de rats isolés ont
démontré que la diphénylamine, qui est structurellement identique aux AINS, agit effectivement
comme un dissociateur de la phosphorylation oxydative perturbant ainsi la formation d’ATP
conduisant a une crise bioénergétique des hépatocytes et la mort. Un gonflement mitochondrial,
une chute du potentiel mitochondrial membrane et une diminution de 'ATP cellulaire ont été
observés apres I'incubation des mitochondries avec la diphénylamine, ’acide méfénamique et le
Diclofénac. Le Diclofénac s’est révélé plus toxique dans les cellules métabolisant les
meédicaments (hépatocytes primaires isoles) que dans les cellules non métabolisant (HepG2,

FaO). La toxicité peut étre due a une altération mitochondriale induite par le Diclofénac ainsi
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qu’a une consommation inutile et superflie de NADPH lors de la réduction de N,5-hydro-
xydiclofenac en 5-hydroxydiclofénac, qui n’est autrement oxydée qu’en N,5-hydroxydiclofénac.
La transiton de perméabilit¢é mitochondriale suivie par la production d’espeéces réactives
d’oxygene (ROS), 'enflure mitochondriale, I’oxydation du NADP, les protéines et les thiols sont

également liés aux lésions hépatiques induites par le Diclofénac (Bindu et al., 2020).

3.2. Néphrotoxicité des AINS
3.2.1. Tissue rénal et néphron

Les reins sont a I'état sous-diaphragmatique de l'abdomen au niveau du rachis lombaire du
rétropéritoine. Ils mesurent en moyenne 12 cm chez l'adulte et ont la forme de haricots. 11y a un
rein droit et un rein gauche, qui sont tous les deux alimentés par l'artere rénale principale et
peuvent avoir des artéres polaires supplémentaires. Les artéres segmentaires proviennent des
artéres rénales principales, puis des arteres interlobaires du rein, puis des artéres des arcs et enfin
des artéres interlobaires. Ces artéres se ramifient en artéres glomérulaires, transportant le sang
nécessaire a la filtration vers le glomérule. Par conséquent, le sang est transporté vers le
glomérule par les artérioles afférentes. Lorsque l'urine est filtrée et extraite du sang circulant, elle
retourne dans la circulation par les artérioles efférentes. Ces dernieres se déplacent vers la moelle
et forment les vasa recta. Cela garantit que les tubules échangent entre l'urine. Et du sang. Aprés
avoir assuré cet echange, les vasa recta forment un systéeme veineux parallele au systeme artériel.
De l'extérieur, vous pouvez trouver le fascia rénal, la graisse périrénale, la capsule rénale, le
cortex, la moelle et les voies urinaires. Le sang est filtré par les glomérules du cortex. L'urine
filttrée glomérulaire traverse le tube spiralé proximal (TCP), I'anse de Henle, le tube spiralé distal
et le tube collecteur (CC) dans cet ordre. Par conséquent, I'urine passe plusieurs fois du cortex a
la moelle, la boucle de Henle est dans la moelle et le tube de collecte se termine & ce niveau.
L'urine finit par atteindre le niveau du mamelon et est collectée dans le calice et le bassinet du
rein avant d'étre envoyée dans la vessie en raison du péristaltisme urétéral (figure 12) (Gueutin et
al., 2011).
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Figure 12 : Schéma d’une coupe longitudinale de rein (Bignon, 2018)

Le néphron est défini comme I'unité structurelle et fonctionnelle essentielle du rein. Dans le
contexte structurel, chaque néphron est constitué d’un corpuscule rénal comprenant la touffe
glomerulaire, qui contient un réseau de capillaires et la capsule de Bowman, et une unité
tubulaire comprenant un tubule proximal, une boucle de Henlé, un tubule distal, un tubule de
connexion et peut-étre le conduit collecteur. Dans le contexte physiologique, un néphron
représente une unité fonctionnelle qui filtre le sang, réabsorbe les électrolytes filtrés, les solutés
et les liquides, et excréte des déchets et des électrolytes et de 1’eau excessifs. Le glomérule est
exclusivement responsable de la filtration du sang jusqu’a 25% d’un débit cardiaque normal. Les
tubules du néphron sont responsables de réabsorber 99 % des électrolytes et de I’eau filtrés

glomérulairement et de les remettre en circulation (Morris et al., 2015).

Les reins normaux assurent trois groupes de fonctions : une fonction d’élimination des
déchets et d’excrétion des produits de dégradation du métabolisme cellulaire et des substances
étrangeres ; une fonction de maintien de la composition du milieu intérieur, donc de maintien de
I’homéostasie de 'eau et des électrolytes ; et une fonction endocrine avec les synthéses de la

rénine, de I'érythropoiétine et du calcitriol (Lacour, 2013).
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3.2.2. La néphrotoxicité du Diclofénac

L’utilisation de Diclofénac est souvent associée a certaine toxicité, il est de plus en plus
associé a une toxicité rénale (Ng et al., 2008). En médecine vetérinaire, des diminutions
marquées dans la population de certaines especes de vautours ont €té attribuées a I'ingestion du
Diclofénac, cette mortalité est dde & une insuffisance rénale. La plupart des études ont attribué ce
phénoméne a la production excessive des ROS (Swan et al., 2006 ; Ng et al., 2008); ce qui
entraine une accumulation de I'acide urique dans le sang, provoquant ainsi des effets délétéres
tels que la goutte et I"augmentation intracellulaire de ROS (Naidoo et Swan, 2009). Compte tenu
de P'importance des prostaglandines pour le maintien de I'irrigation rénale et de la notification
d’une rétention liquidienne et d’un cedéme aprés un traitement par le Diclofénac ; un contréle

régulier de la fonction rénale est primordial (Bolat et Selcuk, 2013).

3.3. Diclofénac et stress oxydatif

Des études récentes ont montré que les anti-inflammatoires AINS a I’état oxydé via la
peroxydase peuvent jouer un role dans la génération des espeéces réactives de 1’oxygene (ROS)
(S Mahmood et al, 2009). Cependant peu d’informations sont connues sur le mécanisme
d’induction du stress oxydant par le Diclofénac sodique In vivo. D’autres, ont montré que le
Diclofenac avait un pouvoir pro-oxydant du fait de I'implication du GSH dans son métabolisme,
en effet le Diclofénac utilise le GSH comme substrat d’ou sa carence dans les tissus (Rainsford
et Velo, 2012).

4. Le stress oxydatif

L'oxygene (ou oxygene moléculaire, O2) est essentiel a la production d'énergie par de
nombreuses formes de vie (animaux, plantes, bactéries). La production de cette énergie (sous
forme d'ATP), appelée phosphorylation oxydative, s'effectue notamment par la chaine de
transport d'électrons qui existe dans la membrane mitochondriale interne (Mazat et Ransac,
2010). 11 assure grace a des enzymes, l'oxydation de divers substrats endogénes : Ies
phospholipides des membranes cellulaires, les protéines, 'ADN. Cette oxydation conduit a la
formation des radicaux libres ou espéces réactives oxygénées (ERO). La formation des ERO est
un processus tout a fait naturel et joue un role essentiel dans I'organisme : efficacité de
I’apoptose, prolifération cellulaire normale, régulation de la pression sanguine, état redox normal

pour I'expression des génes (Rolland, 2004 ; Migdal et Serres, 2011). Mais, ces ERO peuvent
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causer des dommages a lorganisme, en effet en cas de stress entrainant un défaut de
régularisation de I’oxydation, de conditions environnementales ou de déséquilibre alimentaire,
ils provoquent des désorganisations cellulaires parfois irréversibles entrainant la mort des
cellules (Rolland, 2004). Il est potentiellement impliqué dans le développement du vieillissement
ou de pathologies associées au vieillissement (maladies cardio-vasculaires et neuro-

dégénératives, cancer, diabéte, dégénérescence maculaire, asthme, ...) (Haleng et al., 2007).

4.1. Définition du phénomeéne « stress oxydant »

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défense antioxydants et la production d’ERO, en faveur de ces derniéres. Ce désequilibre peut
avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-oxydants d’origine
inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants, ou méme une exposition exogene
environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma,
rayons ultraviolets, herbicides, amiante, métaux toxiques..).

Ce déséquilibre entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de I'organisme du
fait de leurs conséquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des
protéines, I'apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I'intégrit¢ de la

membrane cellulaire par I'induction de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

4.2. Les especes réactives d’oxygene

Le role des EOA est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un effet
toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont générées en
faible quantité et jouent un rdle de messagers secondaires capables, notamment, de réguler le
phénoméne de ’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription.

Formés en trop grande quantité, les EOA deviennent «pathologiques» en activant I’expression
de geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion. En outre,
leur nature instable les rend trés réactifs vis-a-vis de substrats biologiques et capables d’induire
des modifications oxydatives déléteres potentiellement impliquées dans [Dapparition de

pathologies (Haleng et al., 2007).
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4.2.1. Les radicaux libres

Définissent comme tout atome ou molécule, neutre ou ionisée, comportant au moins un
électron célibataire dans une orbitale externe. lls sont caractérisés par une grande réactivité
chimique et une courte durée de vie. Leurs agressions sur ’organisme sont multipliées sous
I'effet de la fumée du tabac, de la pollution, du soleil ou d’un effort physique intense (Sies et al.,
2017).

4.2.2. Différentes formes de ROS

Les différentes formes de ROS sans présentés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Les principales especes ERO et ERA générées dans les systémes biologiques
(Bartosz, 2003)

nom symbole
Anion superoxyde Oz
Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO-
Peroxyde d’hydrogeéne H,0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulet 0,
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

4.2.3. Sources des ROS

4.2.3.1. Sources intracellulaires

La production des ERO dans les cellules des mammiféeres découle de plusieurs sources (figure
13) essentiellement d’origine enzymatique. Les oxydases (NADPH oxydase) constituent un
"point d’entrée" en produisant I’anion superoxyde (O;") dont dérivent d’autres ERO. La NOS
produit I'oxyde nitrique (NO) indépendamment de O," et constitue un autre "point d’entrée"
(Serteyn et al., 2002).
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La myélopéroxydase (MPO) produit HOCI qui amplifie la production des ERO (Serteyn et
al., 2003).

De nombreux systemes enzymatiques identifiés dans les cellules sont également capables de
générer des oxydants :

v" Les NADPH oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui
génerent O~ en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.

v' La xanthine-oxydase joue un rdle important dans la production des ROS
(particulierement O," et H,0y), lors de I'ischémie/reperfusion (Ferradiji, 2018).

v" Lors du métabolisme de I'acide arachidonique, ce dernier peut étre oxydé soit par les
cyclooxygénases, soit par les lipooxygenases, pour former entre autre des
hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants mediateurs de

I'inflammation (Bécuwe et al., 2003).

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

R.E.
mb nucléaire
péroxysomes

monoamine oxydase

Phagocytose

NO synthases

@ @ (NO)
°s

lipoxygénases/

mb plasmique
phagosomes
lysosomes

NAD(P)H oxydases cyclooxygénases

molécules exogénes

(médicaments, pesticides...)

Figure 13 : Sources intracellulaires (Serteyn et al., 2003)
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4.2.3.2. Sources extracellulaires

Elles sont surtout d’origine physique et chimique (ex. radiations X ou gamma, UV (315-400
nm), radiolyse de I’eau, réactions photochimiques ...) (F.-Q. Liu et Zhang, 2002 ; Gardés-Albert,
2006) (figure 14).

Atmospheére

¢ autres

Photolyse H,0 HO® | espices

' réactives

0,

Radiations

onisantes .

e 4 olress
[j oxydant
( D
"“v-

H,0
Sonolyse HO"

Cellule vivante

Figure 14 : Génération extracellulaire des radicaux libres (Zerargui, 2018)

4.3. Les antioxydants

L’organisme est capable, dans une certaine mesure, de limiter les dommages dus aux radicaux
libres, grace a des mécanismes de défense enzymatiques et chimiques développés au cours de

I'évolution (Rezaire, 2012).

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les mammiféres
sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase (Matés et al., 1999; Sharma
et al., 2012).

» Le rble majeur du superoxyde dismutase (SOD) est de catalyser la dismutation des ions

superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene moléculaire.
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» La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene moléculaire.

» L’activité du glutathion peroxydase (GPx) est de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et
d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde

avec I'oxydation d’un substrat réducteur (Rezaire, 2012) .

L’activitt  anti-oxydante ~ non  enzymatique  est  gérée  essentiellement  par
des petites molécules alimentaires comme les vitamines C et E, la b-caroténe

et les polyphénols (Bounedjah, 2014).

» La vitamine C (acide ascorbique) : n’est pas synthétisée par I'organisme. Elle est
hydrosoluble a la concentration physiologique. La vitamine C empéche I’'oxydation des
LDL produites par divers systémes générateurs d’espéces réactives de I'oxygéne
(neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). Lors de son
oxydation en acide déhydroascorbique, elle prend une forme radicalaire intermédiaire

(radical ascorbyl) qui joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine E oxydée.

» La vitamine E : est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des
activités biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle
de la vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres o, B, y, o, avec une activité
antioxydante variable. L’ a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des
tocophérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité
hydrophobe. Lors de [I'mitiation de la peroxydation lipidique, suite a une attaque
radicalaire, 1’a-tocophérol, connue comme inhibiteur de la propagation de la
peroxydation lipidique, cede son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant
ainsi le radical RO2- (Ferradji, 2018).

» Le R-caroténe : parmi les photo-protecteurs actifs, le R-caroténe apparait comme un
piégeur efficace. Sa constitution polyiénique lui confere une capacité de piégeage de
I'oxygene par formation d’un dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule
d’oxygeéne) ou par production d’hydroperoxydes (insertion d’oxygéne dans toutes
liaisons C-H conjuguées d’une double liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour

(Bossokpi, 2002).
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> Les polyphénols : la propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur
capacit¢ a piéger le radical libres : radical hydroxyle, 'anion superoxyde et les radicaux
pyroxyles. Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur

groupement hydroxyle (C3OH) fortement réactif (Ghedira, 2005).

5. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. lls sont localisés  parties
des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés. Ces composés
regroupent une multitude de molécules et représentent I'un des groupes les plus importants

présents dans le regne végétal (La et al., 2011).

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les
propriétés habituelles des phénols, la capacite de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres
protéines (La et al., 2011).Ces composés suscitent un grand intérét de par leurs nombreux effets
bénéfiques pour la santé : prévention et traitement de certains cancers, traitement des maladies
inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives. Certains d’entre eux sont également
utilisés comme additifs pour les industries agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique
(Salem et al., 2018).

5.1. Les différentes familles et structures des polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe important et hétérogene de composés phytochimiques
contenant des anneaux de phénol. Plusieurs centaines de polyphénols différents se trouvent dans
les aliments a base de plantes (figure 15), sont divisés en :

» Les flavonoides (flavanols, flavonoides, chalcones et dihydrochalcones, anthocyanidines

et tannins condensés).

» Les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamique et les tannins hydrolysables.

» Les stilbénes.

» Les lignines et subérines.
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Figure 15 : Différentes familles de polyphénols (Boutakiout, 2015)

5.1.1. Les flavonoides

Les flavonoides, ou

bioflavonoides,

sont un

groupe

omniprésent de substances

polyphénoliques qui sont présents dans la plupart des plantes, se concentrant dans les graines, les

écorces et les fleurs. Un grand nombre de médicaments végetaux contiennent des flavonoides,

qui ont été signalés par de nombreux auteurs comme ayant des actions antibactériennes, anti-

inflakmmatoires, antiallergiques, antimutagenes, antivirales, antinéoplasiques, anti-thrombotiques

et vasodilatatrices.

Les composants structurels communs a ces molécules comprennent deux anneaux de benzéne

de chaque coté d’un anneau de 3 carbone (figure 16). De multiples combinaisons de groupes

hydroxyles, de sucres, d’oxygénes et de groupes méthyliques liés a ces structures créent les

différentes classes de flavonoides.
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Les flavonoides ont été montrés dans un certain nombre d’études pour étre des antioxydants
puissants, capables de récupérer les radicaux hydroxyles, les anions de superoxyde, et les lipides
radicaux peroxydiques (Miller, 1996).

OH

HO O

@)

OH
OH

Figure 16 : structure de base des flavonoides (Boutakiout, 2015)

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusicurs groupes selon le degré d’oxydation du

noyaupyrane central (cycle C) dont les plus importants sont (figure 17) :

Phényl-2-chromones : flavones, flavonols et flavanones.
Phényl-2-chromanes (flavanes) : flavan-3-ols et flavan-3,4-diols.
Flavyliums : anthocyanes.

Chalcones : formes isoméres ouvertes des flavanones.

Aurones : homologues des flavones a hétérocycles pentagonales.

V V V V VYV VY

Phényl-3 chromone : isoflavone (Rhouma-martin et al., 2018).
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Figure 17: Structures des squelettes de base des flavonoides (Rhouma-martin et al., 2018)

5.1.1.1. L'activités des Flavonoides
» Activité antioxydante

La capacité des flavonoides a fonctionner comme antioxydants leur a donné une place
importante dans le domaine de la santé humaine et de la médecine. Les effets protecteurs des
flavonoides dans les systemes biologiques sont attribués a leur capacité de transférer des
¢lectrons de radicaux libres, des catalyseurs de métaux chélatés, d’activer des enzymes
antioxydantes, de réduire les radicaux alpha-tocophérols et d’inhiber les oxydases. Les flavones
et les catéchines semblent étre les flavonoides les plus puissants pour protéger le corps contre les

especes réactives d’oxygene (Alzand et Mohamed, 2012).




a. Piégeage direct de radicaux libres
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Les flavonoides possédent une structure chimique aromatique permettant une délocalisation

électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires. A cause de leur

faible potentiel redox les flavonoides (flav-OH) sont thermodynamique capables de réduire les

radicaux libres oxydants (R") comme le superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le
OH’ par transfert d’hydrogene (figure 18 et 19) (Rhouma-martin et al., 2018).

ROO*+FIOH ——> ROOH +FIO*

APA

HO" + FIOH

SAAAMAAAAAA

—> H0+FIO

OH
OH

O O

= e
QLI o = L)

T
OH |
O O

N

OH

Figure 18 : Réaction des flavonoides avec les espéces oxygéneées réactives Avec FIOH :

flavonoide, FIO® : flavonoide sous forme radicalaire (Rhouma-martin et al., 2018)

Figure 19 : Le radical aroxyle résultant (FI-O") peut réagir avec un autre radical libre

pour former une structure quinone stable (Rhouma-martin et al., 2018)
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Le radical aroxyle peut interagir avec I'oxygéne pour donner une quinone et un anion
superoxyde. Cette réaction qui peut prendre place en présence de taux éleves de métaux de
transition, est responsable de I’effet prooxydant indésirable des flavonoides (Rhouma-martin et
al., 2018). La présence d’une double liaison de 2,3 dans I'anneau C, d’une structure catéchol
dans I'anneau B et de I’hydroxylation aux positions 3 et 5 de 'anneau A semble donner un
potentiel redox accru. Le potentiel redox de la quercétine était semblable a celui de I'acide

ascorbique et supérieur a celui de ’acide urique (Alzand et Mohamed, 2012).

b. Chélation des ions métalliques
Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques. Les sites
potentiels responsables de la chélation des ions métalliques qui sont :
- un noyau catéchol sur le cycle B.
- les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.
- les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Rhouma-martin et al.,
2018).

6. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des
milliers de composés naturels bioactifs (Hassina et Delloula, 2020).

Elles restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments et sont considerées
comme une source de matiere premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules
nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Nicole, 1997). Au cours des dernieres
années, des études sur les activités antioxydantes des plantes médicinales ont augmenté de facon
remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel d'étre utilisé en tant qu’une source
d'antioxydants riche et naturelle (Atmani et al., 2009 ; El-Haci et al., 2012 ; Benariba et al.,
2013).

6.1. Présentation Générale d’Olea sp.

6.1.1. Origine et historique de I’Olivier

L’olivier (Olea sp.) est I'un des plus anciennes cultures de la région méditerranéenne ou il a

occupé depuis la préhistoire une place majeure dans la culture de cette région (Abdessemed,
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2017). 11 est larbre emblématique de la méditerranée. Dés Pantiquité, il a joué un role tres
important dans la vie des populations méditerranéennes qui le considerent comme symbole de
paix, de solidarit¢ et de volonté ainsi que du commerce et de I’économie.

Les feuilles d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due a
leurs richesses en composés phénoliques, notamment I’oleuropéine. Ces composés possedent,
entre autres, des pouvoirs antioxydant, anticancéreux, antimicrobien qui les rendent tres

importants pour les domaines de la santé et I'industrie agroalimentaire (Aouidi, 2012).

6.1.2. Nomenclature et systé matique d’Olea sp.

L’olivier est un arbre cultivé pour son fruit, I'olive, qui donne une huile recherchée « I’huile
d’olive ». Cette derniére, mais aussi les olives de table, sont des éléments importants de la dicte
méditerranéenne et sont consommées en grande quantité dans le monde entier. La classification

botanique de I’arbre de I'olivier selon Cronquist (1981) est la suivante :

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales
Famille : Oleaceae

Genre : Olea Espece : sp.

Sous-éspece : sp.

E
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Figure 20 : Schéma de la taxonomie du genre Olea (Oleaceae simplifiée)
(Gree, 2002)

6.1.3. Caractéristique morphologique d’Olea sp.

L'olivier est une espéce vivace a feuillage persistant dont la croissance est rythmée dans les
régions tempérées, il se distinguant par sa pérennité et sa grande longévité. Aussi, il est réputé
pour sa grande rusticité et sa plasticité lui permettant de se développer dans différentes
conditions environnementales. Il n’est pas rare de voir de vieux oliviers dépasser 15 a 20 metres

de hauteur, avec un tronc de 1,5 a 2 metre de diametre (Abdessemed, 2017).

» Systéme radiculaire

L'olivier présente un systéme racinaire puissant et son développement dépend des
caractéristiques physiques et chimiques du sol, des réserves d’eau et I’aération du sol et du type
de reproduction. Le systeme racinaire est fonction du mode de multiplication ou les jeunes plants

\

d’olivier issus de semis donnent naissance a un systéme racinaire pivotant, dominé par une

3
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racine principale centrale. Lorsque le plant est obtenu par bouturage, il développe un systéme

radiculaire fasciculé (Loussert et Brousse, 1978).

> Les feuilles d’olivier

Les feuilles sont opposées, coriaces, simples, entiéres, subsessiles avec un pétiole court. Le
limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du limbe s’enroulent sur eux- mémes.

La face supérieure de la feuille est vert- grisatre, lisse et brillante (Argenson et al., 1999).

6.1.4. Répartition géographique

L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice a la
culture de Tolivier. Le patrimoine oléicole Algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce qui
représente 4,26% du patrimoine mondial. Cette filiere se concentre dans certaines wilayas
comme Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira qui a produit a elle seules en 2008 ,179180 hectolitres
d’huile sur une superficie de 108893 ha, soit 51% de la production nationale et environ 44% du
verger national oléicole. Ces trois wilayas sont spécialisées beaucoup plus sur la production
d’huile (Lazzeri, 2009).

6.1.5. Composition chimique des feuilles

La composition chimique des feuilles de I'olivier varie en fonction de nombreux facteurs :
La wvariété, les conditions climatiques, I’dge des plantations ainsi que I’époque de récolte
(Nefzaoui, 1993). Les différents composées chimiques sont regroupés ci-dessous :
- Généralement, la matiere seche (MS) des feuilles vertes se situe autour de 50 a 58%, celle
des feuilles seches autour de 90%.
- La teneur en matieres azotées totales (MAT) des feuilles varie de 9 a 13%.
- La solubilit¢ de l'azote est faible, elle se situe entre 8 et 14%, selon la proportion de bois.
- La teneur en matiéres grasses (MG) est supérieure a celle des fourrages et oscille autour
de 5 a 7%, mais celle des constituants pariétaux et en particulier de la lignine est
constamment élevée (18 a 20%).
- La feulle d’olivier est riche en triterpenes, flavonoides, sécoiridoides dont

I'oleuropéoside et en phénols (Hassina et Delloula, 2020).

E



Chapitre I : Synthese bibliographique

6.1.5.1. Composés phénoliques des feuilles et fruits de ’olivier
» Les composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier varie entre 2,8 mg/g de matiére
seche (Altiok et al., 2008), et 44,3 mg/g de matiere séche (Boudhrioua et al., 2009). Elle peut
méme dépasser les 250 mg/g de matiere seche (Mylonaki et al., 2008).

La variation de la concentration des composés phénoliques dans les feuilles d’olivier, citée
dans la littérature, dépend de la variété de I’olivier, des conditions climatiques, de I'époque de
prélevement des échantillons des feuilles, de ’age des plantations et des échantillons des feuilles.
En plus de ces facteurs de variabilité, il s’ajoute I'effet de la méthode de préparation des feuilles
d’olivier (déshydratation et broyage), du procédé et des techniques d’analyses qualitative et
quantitative des composés phénoliques. Les composés phénoliques dans les feuilles d’olivier
sont trés divers et leurs structures sont tres variables. Les feuilles d’olivier contiennent des
monomeres et des polymeres phénoliques. La composition phénolique des feuilles d’olivier a fait
I’objet de nombreuses études (Aouidi, 2012).

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base. Deux

principales classes sont largement répandues: Les flavonoides, Les tanins (Laouini, 2014).

6.1.5.2. L’utilisation des fleurs d’olivier dans le domaine thérapeutique

La consommation humaine d’infusion des feuilles d’olivier est bénéfique pour la santé (Gido
et al, 2007). Les feuilles d’olivier ont un pouvoir anti- inflammatoire, antifongique et

antimicrobien et antioxydant (Talhaoui et al., 2015).

» L’effet anti-inflammatoire des feuilles d’olive

Les feuilles de [lolivier comportent deux iridoides : I’oleuropeine et ligustrosides qui
augmentent la production d’oxyde nitrique (NO) dans les macrophages et l'activit¢ fonctionnelle
globale des cellules immunocompétentes, et deux tritérpénoides : I’acide oléanolique et I'acide
ursolique , et d’autres flavonoides tels que : Papigénine et la chrysine, qui ont cet effet anti-

inflammatoire (DIAZ, 2000).
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» L’activité anti-oxydante

Les résultats de Pactivité antioxydante ont montré un pouvoir anti-radicalaire des extraits
méthanoliques des feuilles de I’olivier sauvage et cultivé vis-a-vis de DPPH proche que celui de
la vitamme E. Selon, les polyphénols sont des antioxydants puissants capables d’inhiber la
formation des radicaux libres et de s’opposer a 1’oxydation des macromolécules. De plus, ils ont
une activit¢ chélatrice des métaux, qui peuvent produire des radicaux a I’état libre par les

réactions de Fenton et d’Haber-Weiss (Arab et al., 2013).
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Protocoles expérimentaux
1. Matériel végétal

La plante (Olea sp.) a été achetée chez un herboriste, la partie qui a été utilisée est la partie
aerienne (les feuilles). Le matériel végétal a été séché a I’obscurité et a ’abri de ’humidité et a
température ambiante, la plante est broyés et stockée soigneusement apres séchage.

La préparation de ’extrait a été réalisée au niveau de ’unité de recherche : valorisation des
ressources naturelles, molécules bioactives et analyses physicochimiques et biologiques,
département de chimie, université Freres Mentouri Constantine 1 par la doctorante Laraba

Meriem.

1.1. Méthodes d’extraction

L’extrait hydro—méthanolique brut est préparé par macération a froid de 100 g de mateériel
vegétal dans méthanol-eau (70 :30 V /V) a température ambiante pendant 48h, cette opération est
répéetée trois fois, avec renouvellement du solvant chaque 48h. Apres filtration, les filtrats sont
rassemblés, puis concentrés sous vides a 45°C en utilisant un évaporateur rotatif. Le résidu sec

obtenu est pesé puis conservé dans un flacon sombre pour effectuer les études ultérieures.

2. Expérimentation animale
2.1. Animaux et conditions d’hébergements

Notre étude a été réalisée sur vingt-huit 28 rats males de souches Wistar albinos, pesant entre
(190 - 240qg), ¢a s’est déroulé au niveau de ’animalerie du département de Biologie Animale,
faculté des sciences de la nature et de la vie, Université Freres Mentouri Constantine 1. Dés leur
réception, les rats sont placés aléatoirement en groupe de 4 dans des cages standards pour une
période d’acclimatation (2 semaines) avant qu’ils soient utilisés dans les différentes expériences.
Pendant cette période les animaux ont un acces libre a I’eau et a la nourriture et sont maintenus

dans une animalerie a température constante, soumis a un cycle de lumiére/ obscurité de 12/12H.

.
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Figure 20 : un lot de Rat

2.2. Induction de la toxicité et traitement des rats

2.2.1. Effet préventif de I’extrait hydro—méthanolique de la plante (Olea sp.) sur la

toxicité aigle induite par le Diclofénac (50 mg/kg)

Pour évaluer I’effet protecteur de I’extrait hydro—méthanolique de la plante (Olea sp.) sur les
rats durant 07 jours. Les rats sont répartis en quatre groupes de 7 rats chacun de la maniére
suivante :

Groupe 1 (T) : Lot témoin recoit chaque jour de I’eau distillée par gavage.

Groupe 2 (EXT) : Recoit chaque jour 100 mg/kg de I’extrait brut de la plante (Olea sp.) par
gavage pendant 7 jours.

Groupe 3 (DF) : Regoit le 4°™ le 5°™ jour 50mg/kg de Diclofénac par voie intra-péritonéale.
Groupe 4 (EXT+DF) : Recoit chaque jour (100mg/kg) de I’extrait par gavage et (50mg/kg) de

Diclofénac 1h plus tard par voie intra- péritonéale (le 4°™ et 5°™ jour).

46
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Figure 22 : un rat qui recoit sa dose du

Figure 21 : un Rat qui recoit ’extrait de
La plante par gavage Diclofénac par voie intra-péritonéale

La dose de I’extrait hydro-méthanolique de la plante (Olea sp.) a été choisie sur la base des
observations in vivo et des recherches menées dans notre laboratoire sur l'effet de différents
extraits de plantes sur la toxicité hépatique et rénales induite par des xénobiotiques (Boubekri et
al., 2014 ; Amrani et al.,2017; Amrani et al.,2019 et Mechri et al.,2018), tandis que la dose de

toxine a été choisie sur la base d'études antérieures (Simon et al., 2019).

» Dissection des rats, prélevement du sang et des organes

Aprés les différents traitements, les rats sont anesthésies en utilisant le chloroforme. La
collecte du sang s’effectue a partir de la veine porte dans des tubes, puis centrifugé a 3000

tours/10 min pour récupérer le sérum afin d’effectuer le dosage des parametres biochimiques.

» Préparation d’homogénat

Aprés le sacrifice des rats, une perfusion aura lieu avec une solution froide de NaCl (0.9%)
afin de drainer tout le sang restant dans les organes. Ensuite les organes sont coupés en petits

morceaux, pesés, homogénéisés pour doser 'MDA, le GSH et I’activité enzymatique de GPx.

J
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Figure 23 : Rat dans la cloche pour qu’il soit Figure 24 : Rat sur la planche de dissection
anesthésié

Figure 25 : La préparation de I’homogénat

2.3. Méthodes de dosage des parameétres biochimiques

Les activités enzymatiques : AST, ALT (biomarqueurs de la fonction hépatique) sont
mesurées. Aussi bien les biomarqueurs de la fonction rénale ('urée, I’acide urique et la
créatinine) ont été estimés. Les parameétres cités précédemment sont déterminés par des
méthodes colorimétriques en utilisant des Kits commerciale (Spinreact, Espagne) sur un

automate multiparamétrique dans un laboratoire de biologie et d’analyses médicales.

2.3.1. Dosage des transaminases

Les transaminases (ou amino transférases) sont des enzymes hépatocytaires dont la fonction
est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha-aminé a un acide

a-cétonique. Il existe 2 transaminases dont le coenzyme est la vitamine Be (phosphate de
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pyridoxal) AST et ALT. Le dosage des indicateurs de la fonction hépatique AST et ALT est
réalisé selon la méthode de (Murray et al., 1984). Le principe de dosage des transaminases dans
le sérum est réalisé selon les réactions suivantes :

> Pour PALT : L’alanine aminotransférase (ALT) initialement appelée transaminase
glutamique pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique
d’alanine vers 1’alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate
produit est réduit en lactate en présence de lactate déshydrogéné (LDH) et NADH :

Alanine + a-Cétoglutarate i} Glutamate + Pyruvate

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

» Pour PAST : L’aspartate aminotransférase (AST), initialement appelée transaminase
glutamate oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique de
I’aspartate vers 1’alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate.
L’oxalacétate produit est réduit en malate en présence de deshydrogénées (MDH) et
NADH :

AST

Aspartate+ a-Cétoglutarate » Glutamate + Oxalacetate

Oxalacétate + NADH + H* — "2 Majate + NAD*
Les dosages ont été faits avec un analyseur, le taux de diminution de la concentration en NADH

est directement proportionnel a I’activité de 1’enzyme et les valeurs sont exprimées en (U/I).

2.3.2. Dosage de I’'urée

Le dosage de I'urée se fait a ’aide de la méthode de Kaplan (1984). L’échantillon d’urée est
hydrolysé de maniére enzymatique dans I’ammoniac (NH4") et le dioxyde de carbone (CO>). Les
ions d’ammoniac réagissent avec a-cetoglutarique dans une réaction catalysée par le glutamate
déshydrogénase (GLDH) avec une oxydation simultanée de NADH a NAD* composant un

complexe coloré en vert leur densité lue a 590 nm.

¢
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Uréase

Urée + H2O + 2 H*

> (NHs*)2+ CO2

NHas++a- cétoglutarique +NADH ﬂ» H20 + NAD™ + L-Glutamate

2.3.4. Dosage de la créatinine

Vi
/

La créatinine est dosée selon la méthode de Spierto et al., (1979). Dans un milieu basique, en

utilisant 1’acide picrique qui va réagir avec la créatinine pour former un complexe coloré, sa

densité lue a 510 nm.

2.4. Dosage des parametres du stress oxydatif

2.4.1. Dosage de MDA au niveau d’homogénat

La peroxydation lipidique est estimée par le dosage de malondialdehyde (MDA) selon la

méthode d’Uchiyama et Mihara (1978). L'MDA est I’'un des produits terminaux de 1’oxydation

des acides gras polyinsaturés (AGPI) par les radicaux libres libérés au cours de stress. En milieu

acide et a chaud (100°C) une molécule d’MDA est condensée avec deux molécules de 1’acide

thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose. Le principe de cette methode

est resumé dans la figure ci-dessous (Figure 26) :
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Figure 26 : Principe de dosage du Malondialdehyde
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La densité optique du complexe formé entre le MDA de I'échantillon et le TBA est mesurée a

532 nm et la concentration du MDA est exprimée en nmol/g tissue.

Figure 27 : La formation du complexe coloré en rose lors de dosage du MDA

2.4.2. Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du GSH est réalisé selon la méthode colorimétrique d’Ellman (1959). Son principe
est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5,5’-Dithiobis2-nitrobenzoique (DTNB),

libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction suivante (figure 28) :

NO;
COOH
N
s
COOH
COOH
< IE—
DTNB i + GSH _— -
S
s
?'-, NO;
G TNB
COOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO:2

Figure 28 : Principe de dosage de glutathion

Les concentrations sont exprimées en nmol/gramme d’organe.
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2.4.3. Evaluation de Pactivité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a ét¢ mesurée par la méthode de
Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne
(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H>O0, + 2GSH —— & GSSG + 2HX0

La densité optique a été mesurée a 412 nm et l'activité de I’enzyme GPx a été exprimée en

umol GSH / mg protéine).

2.5. Etude Histopathologique

Apreés le sacrifice des animaux et leurs dissections, une perfusion aura lieu avec une solution
de NaCl (0.9%) afin de drainer tout le sang restant dans les organes. Un morceau du 1’organe
visé (foie et reins) de chaque rat est immédiatement préleve, coupé en petits morceaux, et
conservé dans le fixateur formol (10%). L’étude histologique s’effectue dans les laboratoires
d’anatomie pathologique du Clinique D'urologie Néphrologie et de Transplantation Rénale

(Daksi), Constantine, par un microscope photonique Leica ICC 50 HD.

2.6. Evaluation statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne et écart types. La détermination des
taux de signification sont faites par le test t de Student. Les différences sont considérées comme
significatives lorsque p<0.05 :
ns; p> 0,05 = la différence n’est pas significative-

*:0.05 > p > 0.01 = la difference est significative-
**0.05 > p > 0.001 = la différence est hautement significative-

*** - p < 0.001 = la différence est trés hautement significative.
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1. Résultats de I’étude expérimentale in vivo

1.1. L’effet protecteur de l'extrait de la plante vis-a-vis la toxicité aigué induite par le
Diclofénac

1.1.1. L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques

a. Les enzymes transaminases AST et ALT

350 -

a***

300 -

250 -

200 -

AST (UI/L)

150 -

100 -

50 -

EXT+DF

Figure 29 : Effet de Diclofénac et de
Pextrait sur la concentration sérique des aminotransférases : AST.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

D’aprés les résultats présentés dans les figures (29 et 30), on observe une augmentation
hautement significative (p< 0.001) des enzymes hépatiques (AST et ALT) chez le groupe des rats
traités par le Diclofénac (50mg/kg), par apport au groupe témoin. En revanche on constate chez
le groupe des rats traités par 1’extrait hydro-méthalonique (100mg/k) et le Diclofénac (EXT+DF)
une diminution significative (p<0.01) par rapport au groupe des rats traités par le Diclofénac.
Donc I’extrait brut des feuilles de la plante (Olea sp.) preserve le foie contre la toxicité
provoquée par le Diclofénac.
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Figure 30 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur la concentration sérique des aminotransférases : ALT.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

b. L’effet sur la concentration sérique de ’urée et la créatinine

Les résultats obtenus dans notre travail (figure 31 et 32) ont montré que 1’administration
du Diclofénac (50mg/Kg) a provoquée une augmentation significative (p<0.001) de la
concentration de 1’urée et la créatinine sérique par rapport au groupe témoin (T). Une diminution
hautement significative (p<0.001) de la concentration sérique des deux paramétres chez le
groupe (EXT+DF) par rapport au groupe (DF). Concernent le groupe des rats sains,
I’administration journaliére de la méme dose de I’extrait pendant 7 jours n’a pas altére la

concentration sérique de 1’urée et la créatinine.
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Figure 31 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur la concentration sérique de ’urée.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

créatinine mg/1
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Figure 32 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur la concentration sérique de la créatinine.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac
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1.2. L’effet des différents traitements sur le statut oxydant
1.2.1. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) du foie et des reins
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Figure 33 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur le taux d’MDA du foie chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes compareés au groupe Diclofénac

Les figures 33 et 34 illustrent I’effet de I’extrait brut sur les variations du MDA dans le foie et
les reins chez les rats traités par le Diclofénac et I’extrait.

La néphrotoxicité et I'népatotoxicité provoquées par le Diclofénac sont associées a une
peroxydation lipidique exprimée par une augmentation hautement significative (p <0.001)
d’MDA chez les rats recevant le Diclofénac par rapport au groupe témoin normal.

Par contre un traitement de 7 jours par I’extrait des feuilles de la plante (EXT+DF) a baissé
significativement (p < 0.01) le taux du MDA rénal et hépatique par rapport aux groupe traité par

le Diclofénac. Donc, le prétraitement par 1’extrait diminue 1’oxydation des lipides chez les rats et

normalise la valeur du MDA comparée au groupe toxique.
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Figure 34 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur le taux d’MDA des reins chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P<0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

1.3. L’effet des différents traitements sur le statut antioxydant

1.3.1. L’effet sur le GSH du foie et des reins
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Figure 35 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur le niveau de GSH du foie chez les différents groupes.
Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac
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Les variations de teneur de GSH observées chez les rats traités et témoins sont présentées
dans les figures 35 et 36, les résultats obtenus montrent une diminution hautement significative
des taux de GSH (p< 0.001) dans le groupe des rats traités par le Diclofénac (50mg/kg) par
rapport au groupe témoin. Par contre chez les rats traités par I’extrait des feuilles de la plante
pendant 7 jours & la dose quotidienne de 100 mg/kg, nous avons constaté une augmentation

significative (p < 0.01) du taux tissulaire de glutathion réduit (GSH) rénal et hépatique.
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Figure 36 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur le niveau de GSH des reins chez les différents groupe
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P<0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac
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1.3.2. L’effet sur Pactivité de la GPx du foie et des reins
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Figure 37 : Effet de Diclofénac et de I’extrait sur I'activité de GPx du foie chez les différents groupes.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

L’activité de la GPx dans 1’homogénat des reins et du foie est diminué significativement
(p<0.001) chez les rats traités par le Diclofénac seul par rapport a celle mesurée chez les rats
témoins. Par contre un traitement de concomitance par I’extrait des feuilles de la plante
(100mg/kg) a provoqué une augmentation significative de I’activité de la GPx chez les rats

néphro-hépato-toxiques (figure 37 et 38).
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Figure 38

: Effet de Diclofénac et de I’extrait sur I'activité de GPx des reins chez les différents groupes.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** : P< 0.01, *** : P< 0.001,
a : Groupes comparés au groupe témoin
b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

1.4. Etude Histopathologique

1.4.1. Au niveau du foie

Les coupes histologiques des fragments du foie des rats de groupe témoin ont montrés une

architecture cellulaire normale qui se caractérise par 1’arrangement des hépatocytes autour de la

veine centrale avec triade portale et espaces sinusoidaux normaux (figure 39).
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Figure 39 : Histologie des foies des rats témoins
S: sinusoide. H&E (x100)

Figure 40: Histologie des foies des rats traités avec I'extrait brut des
feuilles de la plante (Olea sp.) (100 mg / kg) H&E (100x et 400x)

En plus, les coupes histologiques des foies des rats traités avec I'extrait brut des feuilles de la
plante (Olea sp.) (100 mg / kg) ont montrés une histologie normale presque similaire a celle du
groupe témoin (figure 40).
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Figure 41 : Histologie du foie des rats du groupe toxique (groupe traité par le
Diclofénac (50 mg/kg)): (1) Infiltrat lymphocytaire central péri-vésiculaire, (2) Nécrose
péri portale et lobulaire. H&E (100x et 400 x)

Cependant, les coupes histologiques du foie des rats intoxiqués par Diclofénac (50mg/kg) ont
présentés des altérations histopathologiques séveres, On note: Infiltrat lymphocytaire central

péri- vésiculaire, Nécrose péri portale et lobulaire marquée focale (figure 41).

Le co-traitement avec 100 mg/kg de I'extrait brut des feuilles de la plante (Olea sp.) a réduit
les changements histopathologiques induits par le Diclofénac, ils ont montrés une forme
histologique comparable & celle du groupe témoin avec la présence des cellules binuclées,
congestion hépatique et une légére balonisation. L'observation histologique du foie confirme les
résultats des mesures des parametres biochimiques et du profil antioxydant et confirme encore

I’effet hépatoprotecteur de 1'extrait brut des feuilles de la plante (Olea sp.) (figure 42).
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Figure 42: Histologie du foie des rats traités par le DF (50 mg/kg) et I'extrait
brut des feuilles de la plante (Olea sp.) (100 mg / kg) montre un tableau
histologiqgue comparable a celui du groupe témoin avec un dommage minimal
des hépatocytes. (1) Congestion hépatique, (2) A : Binucléation des hépatocytes
et B : Ballonnement des hépatocytes. H&E (100x et 400x)

> AU niveau des reins

Les coupes histologiques des fragments des reins des rats de groupe témoin ont montrés un
aspect morphologique normal (figure 43). En outre, la figure (44) montre qu’il n'y avait pas de
changements morphologiques dans les reins du groupe traités par I'extrait brut dans I'examen
microscopique. Alors qu’il y avait des altérations histopathologiques :atrophie glomérulaire
modérée ; nécrose tubulaire proximale; infiltrat inflammatoire lymphocytaire interstitiel dans les
reins du groupe Diclofénac (50 mg/kg) (figure 45).

En comparant avec le groupe traité par le DF , I’examen microscopique des coupes
histologiques des reins des rats prétraités par I'extrait brut a la dose de 100mg /kg a montré des

tubules et des glomérules presque normaux (figure 46).
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Figure 43: Histologie des reins des rats ttmoin
H&E (100 et400x)

Figure 44 : Histologie des reins des rats traités avec I'extrait brut des
feuilles de la plante (Olea sp.) (100 mg/ kg) H&E (100x et 400x)

Figure 45: Histologie des reins des rats du groupe toxique; groupe traité par le
Diclofénac (50 mg/kg): (1) atrophie glomérulaire modérée ;(2) début de nécrose;(3)
infiltrat inflammatoire lymphocytaire interstitiel H&E (100x et400x)

E
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Figure 46 : Histologie des reins des rats traités par le DF (50 mg/kg) et I'extrait brut des
feuilles de la plante (Olea sp.) (100 mg / kg) montre un tableau histologique comparable
a celui du groupe témoin




Conclusion




Conclusion

Conclusion

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont parmi les médicaments les plus utilisés
dans le monde, leurs indications sont multiples principalement pour traiter les inflammations,
dans des situations aigues ou chroniques. L’utilisation de Diclofénac (50mg/kg) augmente
significativement le taux d’MDA au niveau du foie et des reins, taux sérique d'enzymes
hépatiques AST, ALT, les taux sériques de l'urée et la créatinine, et une diminution significative
de taux de GSH et l'activité de GPx par rapport aux rats non traités.

En revanche I’association de I’extrait brut des feuilles d’olives (Olea sp.) au Diclofénac a
diminué les conséquences nocives sur les paramétres du stress oxydatif et les paramétres
biochimiques, ce qui prouve que I'extrait d’olivier a un effet protecteur contre la toxicité induite
par le Diclofénac. Ce pouvoir revient a ses composes phénoliques que plusieurs études ont

prouvés qu’ils possédent une activité inflammatoire et anti-oxydante.

.
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L’effet protecteur de I’extrait hydro-méthanolique de la plante olivier (Olea sp.) contre la toxicité
néphro-hépatique induite par le Diclofénac chez des rats males de souche Wistar Albinos
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Résumé
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique tres

utilisée en raison de leur activité antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire.
L’utilisation des AINS exposent a de nombreux effets indésirables via leur toxicité
cutanée, digestive, hépatique, rénale et cardiovasculaire. Ce travail de recherche a porté
sur I’investigation de ’effet protecteur de I’extrait hydro-méthanolique des feuilles de la
plante olivier (Olea sp.) contre la toxicité néphro-hépatique induite par le Diclofénac
(50mg/kg) chez des rats males de souche Wistar Albinos.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications
significatives des indicateurs biochimiques (ALAT, ASAT, urée et la créatinine) et de
stress oxydatif (malondialdéhyde (MDA), glutathion (GSH) et glutathion peroxydase
(GPxX)) dans le groupe traité par le Diclofénac (50mg/kg), ce dysfonctionnement a été
accompagné par des altérations et des changements de I’architecture hépatique et rénale.
En revanche, le prétraitement des rats par ’extrait brut de la plante (100 mg/kg) a permis
de rétablir les parameétres biochimiques et améliorer le statut antioxydant. Cela a éte
confirmé par I'étude histologique.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette ¢tude réveélent que 1’extrait brut des feuilles
de la plante olivier (Olea sp.) peut étre considéré comme une source naturelle pour

prévenir I’hépatotoxicité et néphrotoxicité induite par le Diclofénac.
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