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Résumé

L’effet protecteur de I’extrait hydro-méthanolique de la plante Camomille contre la
toxicité induite par le Diclofénac chez des rats males de souche Wistar Albinos

Résumé

Les anti-inflammatoires non stéroidiens 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.
Leurs propriétés antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires expliquent leur large utilisation
symptomatique. Mais leur bénéfice thérapeutique est souvent limité par la survenue d'effets

indésirables.

Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de 1’effet protecteur de 1’extrait hydro-
méthanolique de la plante Camomille (100mg/kg, par gavage pendant 5 jours) contre la toxicité
induite par le Diclofénac (50mg/kg, le 4°™ et le 5°™ jour par voie intra-péritonéale) chez des rats
males de souche Wistar Albinos. Les transaminases (AST, ALT), urée, creatinine, lI'acide urique,
la peroxydation lipidique (MDA), le glutathion réduit (GSH) et la glutathion peroxydase (GPx)

ont été estimées. Une étude histopathologique a été déterminée.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications
significatives des indicateurs biochimiques (AST, ALT, urée, la creatinine et l'acide urique) 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 1’architecture hépatique, rénale et gastrique. En revanche, le
prétraitement des rats par 1’extrait hydro-méthanolique de la Camomille (100 mg/kg) a permis de
rétablir les paraméetres biochimiques et améliorer le statut antioxydant. Cela a été confirmé par

I'étude histopathologique.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude révelent que 1’extrait hydro-
méthanolique de la Camomille peut étre considéré comme une source naturelle pour prévenir la

toxicité induite par le Diclofénac.

Mots clés : Diclofénac, Camomille, Hépatotoxicite, Néphrotoxicité, Gastrotoxicite, Activité

antioxydante



Résumé

The protective effect of the hydro-methanol extract of the Chamomile plant against
Diclofenac-induced toxicity in male Wistar Albino rats

Abstract

Non-steroidal anti-inflammatory drugs are one of the most widely used therapeutic classes
in the world, whether prescribed by a doctor or self-medicated. Their analgesic, antipyretic, and
anti-inflammatory properties explain why they are widely used to treat symptoms. However, their

therapeutic benefits are often limited by the occurrence of unwanted side effects.

This study investigated the protective effect of the hydro-methanol extract of the Chamomile
plant (100 mg/kg, by gavage for 5 days) against the toxicity induced by diclofenac (50 mg/kg, on
days 4 and 5 by I.P.) in male Wistar albino rats. Transaminases (ALAT, ASAT), urea, creatinine
and uric acid, lipid peroxidation (MDA), reduced glutathione (GSH), and glutathione peroxidase
(GPx) were estimated. A histopathlogical examination was performed.

The results obtained in this study clearly showed significant changes in biochemical
indicators (ALT, ASAT, urea, creatinine, and uric acid) and oxidative stress (malondialdehyde
(MDA), glutathione (GSH) and glutathione peroxidase (GPx)) in the group treated with diclofenac
(50 mg/kg). This dysfunction was accompanied by alterations and changes in hepatic, renal, and
gastric architecture. On the other hand, pre-treatment of the rats with a hydro-methanol extract of
Chamomile (100 mg/kg) restored the biochemical parameters and improved the antioxidant status.

This was confirmed by histopathological examination.

In conclusion, the results obtained in this study show that the hydro-methanol extract of
Chamomile can be considered as a natural source for the prevention of diclofenac-induced toxicity.

Keywords : Diclofenac, Chamomile, Hepatotoxicity, Nephrotoxicity, Gastrotoxicity, Antioxidant
activity
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Introduction

L'inflammation est une réponse de défense locale pour maintenir I'homéostasie dans les
organismes vivants en éliminant les corps étrangers tels que les agents pathogénes microbiens et
les cellules anormales. Elle est déclenchée par des stimuli nocifs, notamment des agents
pathogenes, des traumatismes physiques, des radiations et des irritants chimiques. Elle implique
un réseau complexe de nombreux médiateurs, une variété de cellules immunitaires et I'exécution
de multiples voies (Chen et al., 2018; Ishida et al., 2019). Bien que de nombreux médicaments
anti-inflammatoires soient usités en clinique, y compris les médicaments stéroidiens et non
stéroidiens, ils sont tous susceptibles de provoquer des effets secondaires indésirables et parfois
graves. Par conséquent, le dépistage continu et le développement de nouveaux anti-inflammatoires

efficaces sans effets indésirables sont encore nécessaire (Jin-Yao et al., 2016).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) sont considérés comme une des classes
thérapeutiques les plus utilisées au monde. lls forment une classe de médicaments hétérogenes du
point de vue chimique, comprenant plus d’une trentaine de produits appartenant a des familles
différentes. Ils sont par contre homogénes dans la majorité des cas du point de vue de leurs effets
indésirables, ce qui permet de les regrouper sous la méme definition (Moulaye, 2010). lls agissent
en bloquant la formation des prostaglandines, les substances responsables de 1’inflammation. Ils
ont des propriétés antalgiques, antipyrétiques et, anti-inflammatoires. Les AINS ont comme
principal mode d'action l'inhibition de la synthése des prostaglandines par inhibition la cyclo-
oxygénase. Leur bénéfice thérapeutique est cependant limité par la survenue d'effets indésirables
potentiellement graves, principalement digestifs mais aussi rénaux, pulmonaires, cutanés...etc qui
les placent au premier rang de la pathologie iatrogéne médicamenteuse (Altman et al., 2015 ;
Devillier, 2021).

Le Diclofénac est le premier médicament anti-inflammatoire mis sur le marché aprés 1’acide
acétyle salicylique est la phénylbutazone, parue en 1952. Le Diclofénac sodique est un anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS), possédant des propriétés analgésiques et antipyretiques, trés
prescrit dans les maladies rhumatologiques. Le traitement par le Diclofénac est associé a divers
effets secondaires, notamment des troubles cardiovasculaires, hépatiques, rénales et gastriques.
Des études suggerent que les dommages mitochondriaux et le stress oxydatif sont des médiateurs
importants de la toxicite, mais les mécanismes sous-jacents sont mal compris. Des études plus
détaillées ont démontré que le Diclofénac induit une augmentation du pH lysosomal dépendante

des espéces réactives de I'oxygéne (ERO) (Jung et al., 2020).
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En cette raison, on assiste, ces derniéres années, a un regain d’intérét pour les plantes
meédicinales 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 (Engonga, 2009).

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurale et urbaine en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les individus
se soignent. Malgré les progres de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes médicinales
est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement (Hamel
etal., 2018).

Au cours de ces dernieres années, un nombre croissant de rapports confirment que beaucoup
de fruits et légumes peuvent offrir une protection contre le stress oxydatif, et une attention
considérable a été portée aux propriétés antioxydantes des plantes qui peuvent étre utilisés pour la
consommation humaine. Les composés phénoliques suscitent un intérét considérable dans le
domaine de I'alimentaire, de la chimie et de la médecine en raison de leur potentiel antioxydant

prometteur (Bouchouka, 2016).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans le régne végétal
et sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces métabolites
comprennent de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques simples aux

flavonoides complexes (Mahmoudi et al., 2013).

La camomille (Matricaria chamomilla L.) est une espéece de plante médicinale bien connue
de la famille des Astéracées. De nos jours, c'est une plante médicinale tres appréciée et tres utilisée
en médecine traditionnelle. Ses valeurs multithérapeutiques, cosmétiques et nutritionnelles ont été
établies a travers des années d'utilisation et de recherche traditionnelles et scientifiques (Hajjaj,
2017).

Les extraits de M. chamomilla étaient dominés par des composés phénoliques, y compris les
acides phénoliques, les flavonoides et les coumarines. En outre, M. chamomilla a démontré
plusieurs propriétés biologiques telles que des effets antioxydants, antibactériens, antifongiques,
antiparasitaires, antidiabétiques, anticancéreux et anti-inflammatoires. Ces activités permettent
I'application de M. chamomilla dans les domaines suivants médicinales et vétérinaires, la
conservation des aliments, le contrGle phytosanitaire, et agent anticorrosif. L'application la plus
importante de M. chamomilla était dans le domaine médicinal sur les animaux et les humains
(Singh, et al., 2011; EI Mihyaoui et al., 2022).
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A la lumiere de ces données, nous sommes intéressés a évaluer I’effet protecteur et
antioxydant de I’extrait hydro-méthanolique de la Camomille contre la toxicité induite par le
Diclofénac chez des rats males de souche Wistar Albinos. Pour atteindre les objectifs et répondre
a la problématique posée dans la présente étude, on a présenté en premier temps une étude
bibliographique, la deuxieme partie concerne la méthodologie suivie, la troisieme partie de cette

these exposent 1I’ensemble des résultats obtenus et la discussion.
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I. Le systeme immunitaire

L’immunologie est une science récente, non exacte et en évolution constante. Le flux des
informations la modifie trés rapidement. Le systeme immunitaire naturel (SIN) est un systeme
complexe mais trés adaptable. Lorsqu'il est attaqué, il protege lI'organisme en détruisant les agents
pathogenes (bactéries et virus) et les cellules cancéreuses. Il s'appuie sur un réseau de
communication tres complexe et dynamique pour transmettre des informations entre différents

types de cellules immunitaires (Lukas, 2019 ; Calmettes, 2020).

I.1. Immunité innée et immunité spécifique

L’immunité innée (naturelle) est présente a la naissance, elle est appelée ainsi parceque
le corps est né avec la capacité de reconnaitre certains microbes et immédiatement les détruire.
Elle est basée sur un ensemble de récepteurs codés dans les centres germinaux connus sous le nom
de récepteurs de reconnaissance des formes PRR (Pattern Recognition Receptors). Ces PRR
reconnaissent des motifs moléculaires conserveés a la surface de nombreux différents pathogénes :
c¢’est pourquoi on dit que cette immunité est non spécifique. L’ immunité acquise (adaptative ou
spécifique), n’est pas présente a la naissance, elle est apprise. Pendant que le systeme immunitaire
d’une personne rencontre des corps étrangers (antigénes), les composants del’immunité acquise
apprennent la meilleure fagon d’attaquer chaque antigéne, et commencent a développer une

mémoire pour cet antigéne (Daoudi, 2018).

Le systeme immunitaire intégre un ensemble d’acteurs essentiellement présents dans les
organes lymphoides et les tissus qui analysent les modifications avec notre interface
essentiellement extérieure. Les acteurs sont aussi bien cellulaires : les cellules de I’'immunité
acquise lymphocytes T et B qu’innée et de type innée associ¢ a des facteurs diffusibles qu’il
s’agisse de cytokines et d’anticorps. Ce systeme présente des différences de fonctionnement dans

les différents tissus et sous I’influence des agressions (Olive, 2020).

1.2. L’inflammation

La réponse inflammatoire est un processus de défense physiologique qui induit par les
infections microbiennes et virales, I'exposition aux allergénes et les produits chimiques toxiques.
L’inflammation est un processus habituellement bénéfique, puisque son but est d’éliminer 1’agent
pathogene et de réparer les lésions. Toutefois, elle peut étre néfaste du fait de 1’agressivité du
pathogene, de sa persistance, du siege de 1’inflammation. Quelle que soit la nature
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V/

du stimulus, les manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes. C'est intensité des
manifestations et leur durée qui change et conditionnent les effets bénéfiques ou déléteres de la
réaction inflammatoire (Clos, 2012 ; Bayala, 2014).

1.2.1. Type d’inflammation

1.2.1.1. L'inflammation aigué

L'inflammation aigué est d'une durée relativement courte, allant de quelques minutes a
quelques jours, en fonction de I'étendue de la blessure. Les principales caractéristiques de
I'inflammation aigué sont l'exsudation des liquides et des protéines plasmatiques (cedéme) et
I’émigration des leucocytes (neutrophiles principalement). L’ inflammation aigué est caractérisée
par sa durée limitée dans le temps et par un rétablissement spontané, par des phénomeénes vasculo-
exsudatifs intenses et par une forte présence des polymorphonucléaires au niveau du foyer

inflammatoire (Serhan et al., 2010 ; Raghavendra et al., 2015).

Resolution
Inflammation

-

Figure 1: L’inflammation aigué (Dorward et al., 2012)

Le processus inflammatoire aigué est déclenché par l'interaction d’organismes pathogénes
(A), ou les produits tissulaires (B), avec des récepteurs de reconnaissance presents sur les cellules
inflammatoires résidentes dans les tissus affectés et les cellules épithéliales environnantes. Cela
conduit a la libération de différents médiateurs pro-inflammatoires (C) conduisant a l'activation

des cellules endothéliales (D), de la perméabilité vasculaire (E), I'adhésion des neutrophiles,

D
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I'activation et la transmigration (F) ainsi ’activation des plaquettes et des monocytes, phagocytose
(G) (figure 1) (Dorward et al., 2012).

On peut diviser cette réaction on 3 phase essentielle : la phase vasculaire, la phase cellulaire,

la phase résolution.

A. La phase vasculaire

Cette phase est caractérisée par une augmentation du flux sanguin et de la perméabilité du
systeme microvasculaire, un processus dont la médiation est assurée, en partie, par des médiateurs
lipidiques (par exemple, les cystéinyl leucotriénes et les prostaglandines), d'autres produits
vasoactifs (par exemple, I'histamine et la bradykinine), I’excitabilité¢ des terminaisons nerveuses
en est la conséquence et va conforter le processus douloureux. Cette constriction n’est pas
innocente sur les plaquettes présentes dans la circulation, laquelle est perturbée. Ces plaquettes
vont alors s’activer trés vite a cette vasoconstriction, il s’en suit une vasodilatation des vaisseaux
sanguins. Le débit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est exacerbée, ce qui
explique I’extravasion des cellules sanguines (Diapédese), et en partie la constitution de la chaleur
et de larougeur. La migration des cellules s’accompagne d’un transfert de plasma qui crée I’cedéme
(figure 2) (Kumar et al., 2007 ; Sansbury et Spite, 2016 ; Abdulkhaleq et al., 2018).

Pression osmotique
colloidale

S . Protéines plasmatiques

Pression
hydrostatique

o ¢ o o
A.Normal L el S L B L
- ® o o ° o )

fuite de liquide
Augmentation de l Diminution de la pression
osmotique colloidale
pression hydrostatique ; § ; q

B.Transudat o © ¢ '@

e o 1 s o 1 e © Fuite de fluide et des protéines
o

o o

o o
C. Exsuda t ° . ) e s o @ o T — Vasodilatation et stase
) o e < o ®
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Aug # de 'esp interendothélial

Figure 2 : Formation de transsudat et d’exsudat (Kumar et al., 2007)
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B. La phase cellulaire

Elle se fait sous I’action des médiateurs inflammatoires, caractérisés par la mobilisation et la
migration de nombreuses cellules immunitaires (neutrophiles, monocytes et macrophages
permettront d’éliminer I'agent agresseur par divers processus biologiques, comme la phagocytose,
et la production des médiateurs solubles (les protéines du systéme du complément et les
cytokines... etc.). Les neutrophiles et les macrophages phagocytent les micro-organismes ou les
détruisent en libérant les composes de la phagocytose dans ce dernier cas les tissus sont 1ésés et
I'ensemble des cellules tissulaires et des leucocytes morts contribue a la formation du pus(Aymeric
et Lefranc, 2009; Habouche et Mimoune, 2019 ; Benbalia et al., 2020).

C. Phase de résolution

Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps a la réparation de
I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes, ces cellules pouvant produire et
remodeler les éléments de leur stroma (collagéne de type I et I11) ou de leur lame basale (collagéne
de type IV et V, laminine). Si I’atteinte est plus sérieuse et entraine une destruction dutissu atteint,
d’autres cellules vont intervenir pour réparer le tissu. Au cours de laquelle la diminution de la
production de médiateurs pro-inflammatoires, la sécrétion des glucocorticoides, 1’élimination de
I’infiltrat leucocytaire et 1’apoptose des polynucléaires joue un réle important dansla terminaison de
la réaction inflammatoire (Weill et Batteux, 2003 ; Hajjaj, 2017 ; Amroun, 2021).

1.2.1.2. Inflammation Chronique

La persistance de la réponse inflammatoire et la perturbation de son contrdle physiologique
conduisent a la chronicité de l'inflammation. Le mécanisme de la chronicité n’est pas toujours
compris, il peut s’agir de la persistance de la substance pathogéne a l'origine de l'inflammation
aigué, de I'exposition a un faible niveau d'un irritant particulier ou d'un corps étranger qui ne peut
étre éliminé, d'un trouble auto-immun, d'un défaut des cellules responsables de la médiation de
Iinflammation entrainant une inflammation persistante ou récurrente, et d'inducteurs
inflammatoires et biochimiques qui provoquent un stress oxydatif et un dysfonctionnement
mitochondrial (Hajjaj, 2017 ; Pahwa et al., 2021).
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La balance entre les molécules pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa) et anti-
inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-13 et TGFp) est perturbée (figure 3), ce déséquilibre conduisant a
des nombreuses pathologies et a la destruction des tissus enflammés (Mebirouk, 2017).

protéases,...

maladies inflammatoires  Angiogénése et cancer

Figure 3 : Déséquilibre entre molécules pro et anti-inflammatoires (Mebirouk, 2017)

1.2.2. Acteurs de la réaction inflammatoire

Il y a un system complexe qui intervient dans I’inflammation qui constitue I'ensemble des

cellules et substances chimiques.

1.2.2.1. La composante cellulaire
A- Les monocytes et les macrophages

Les monocytes et les macrophages sont considérés comme les cellules pivots de
I’inflammation chronique. 1ls jouent un rdle prépondérant dans la destruction tissulaire et
’entretien du processus inflammatoire. Ils interviennent particulierement dans 1’amplification de
I’inflammation par une libération massive de cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
12), de facteurs chimiotactiques (IL-8), de prostaglandines ou de leucotrienes(essentiellement
PGE2 et LTB4) qui contribuent au recrutement et & 1’activation d’autres cellules immunitaires
(Mouffouk, 2019).

B- les plaquettes

Lors de I’inflammation, les plaquettes sanguines ont la capacité de produire une multitude
de médiateurs solubles dont le rdle peut étre pro-thrombotique, régulateur de I’activité des cellules

voisines mais également pro-inflammatoire (Tariket et a.l, 2019).

B
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C- Les polynucléaires éosinophiles

Les polynucléaires éosinophiles ne représentent que 1 a 3 % des leucocytes, ils libérent
différents médiateurs inflammatoires comme PAF et LT B4. Il y a une grande variété decytokines
pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a) (Khaddache et al., 2017).

D- Les cellules endothéliales vasculaires

L’intégralité de l'appareil cardiovasculaire est tapissee d’une monocouche de cellules
endothéliales, régulant 1’ensemble des étapes impliquées dans le transport trans-endothélial
des leucocytes au niveau du foyer inflammatoire. Les cellules endothéliales sontcapables de
participer aux phénomenes de réparation post-inflammatoire par la production de protéines

matricielles et de différentes protéases ( Pober et al., 2007 ; Davoine et Lacy, 2014).

E- Les lymhpocytes

Les cellules B et les cellules T sont capables de reconnaitre les antigénes grace
a des récepteurs membranaires spécifiques situés sur leurs surfaces : les TCR pour les LTet BCR
pour LB. Les lymphocytes B se différencient en plasmocytes responsables de I’immunité
adaptative humorale et les lymphocytes T favorisent la réponse immunitaire cellulaire spécifique

qui vise a détruire les agents pathogénes (O’connor et al., 2015).

1.2.2.2. Les médiateurs de ’inflammation

De nombreux médiateurs chimiques provenant du systeme circulatoire, des cellules
inflammatoires et des tissus lésés contribuent activement a la réponse inflammatoire et la
modifient. On peut décrire ces médiateurs sous la forme de systémes d'activation plasmatique d'une
part, et de médiateurs cellulaires d'autre part. lls sont nombreux et complexes, les plus intéressants

sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 1: Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dansle

Médiateurs

Histamine

Sérotonine

Platelet
activating
factor (PAF)

Kalicréine

Plasmine

Leucotrienes :
-LTC4, LTDy,
LTEs

-LTBs4

Prostaglandines

Bradykinine

Facteur de
Hagman(XI1)

Origine cellulaire

Mastocytes, basophiles,
éosinophiles et
plaquettes.

Mastocytes et plaquettes.

Plaquette, neutrophiles,
monocytes etcellules
endothéliales.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma

Essentiellement par les
leucocytes

Essentiellement par les
leucocytes

Essentiellement par les
leucocytes

Présente dans le plasma
sous forme de
kininogenes.

Présent dans le plasma et
est activé parl’adhésion
des plaquettes.

développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004)

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 1’adhésivité
de la paroi vasculaire, stimule la
bronchoconstriction, 1’agrégation des
plaquettes et la libération des
médiateurs qu’elles renferment, induit
la production des ROS et la libération
des enzymes lysosomiales par les
neutrophiles, les éosinophiles et les
macrophages.

Transforme et active le systéme des
Kinines

Clive le composant du complément Cs
pour générer leC3a et le C3b

Augmente la perméabilité des micro-
vaisseaux.

Augmente la perméabilité vasculaire et
le flux sanguin local, induit la
libération des enzymes lysosomiales et
la production des ROS et attire et
active les cellules inflammatoires.

Provoquent la vasodilatation,
renforce I’action del’histamine, de
la bradykinine et des leucotrienes,
augmente la sensitivité des
neurones et est responsable de la
douleur.

Accroit la vasodilatation, la perméabilité
vasculaire etstimule la contraction des
muscles lisses.

Impliqué dans la cascade de coagulation.
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Présente dans le plasma Catalyse la transformation du
Thrombine fibrinogene en fibrine etinduit la
libération de la sérotonine des plaquette.
Fibri Présente dans le plasma, Intervient dans la formation du caillot
1orine formée a partir du sanguin.
finbrinogene
T Monocytes, Chimiotactisme des neutrophiles, des
LLA0Le macrophages, plaquettes monocytes etdes macrophages. Induit
etlymphocytes. la libération des enzymes lysosomiales
et la production des ROS. Intervient
dans la réparation tissulaire
C3a Fraction C3 du complément Provoque la dégranulation des
inactif. mastocytes.
Cba Fraction C5 du complément Provoque la  dégranulation  des
inactif mastocytes et des neutrophile, exerce un

effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du
muscle lisse.

I1. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la douleur
et le gonflement qui apparaissent suite a une agression d’un agent pathogenes. Elles bloquent la
sécrétion ou I’action de certains meédiateurs chimiques de I’inflammation (comme les
prostaglandines) et donc diminuent la sensation de douleur mais aussi I’inflammation (Orliaguet

etal., 2013 ; Hajjaj, 2017).

I1.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été utilisés avec succés pour le
soulagement de la douleur, la fievre et I’inflammation depuis plus de 3000 ans et ils sont toujours
utilisés quotidiennement par des millions de patients a travers le monde (Meziti, 2012).
L’utilisation des AINS exposent a de nombreux effets indésirables via leur toxicité cutanée,

digestive, hépatique, rénale et cardiovasculaire (Meziti, 2012 ; Gungormez, 2015).

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé€ par les travaux de Vane en 1971, et repose
en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclo-oxygénase (COX) 1 et
2 (Tchalabi, 2021). Cet enzyme permet la production des prostaglandines a partir de 1’acide

arachidonique. Cette propriété commune a tous les AINS conduit a une diminution de la
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production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), des prostacylines et des
thromboxanes, importants médiateurs de 1’inflammation (figure 4) (Grandin, 2013 ; Katsinelos
etal., 2019).

Malheureusement, ils sont également associés a de nombreux effets délétéres car leur
utilisation prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux (comme les saignements
intestinaux) et le dysfonctionnement plaquettaire. Certains AINS inhibent les deux COX, ils sont
dits classiques ou non sélectifs. D’autres inhibent sélectivement la COX-2, ils sont dits sélectifs
(Orliaguet et al., 2013; Mebirouk, 2017).

Phospholipides
<>
AIS » | Phospholipase A2
AINS
Acide arachidonique
Cyclo-0xygénase P \\\ 5.lipooxygénase
.
Prostaglandines ;
Thromboxane A2 LTA4
//, \‘
;/./ N\ N\
» \\l
LTC4-D4-E4 LTB4 i
g;ﬂ ) o Teaw SRV N0 I G g %\?

Figure 4 : Mécanisme d’action des AINS (Adepo Apie, 2018)

11.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides sont des molécules
synthétiques dérivées des hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou hémisynthétisés a partir
d’extraits animaux ou végétaux. Ils représentent le traitement le plus efficace utilis€é pour les
maladies inflammatoires chroniques tel que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies

inflammatoires de I’intestin et les maladies autoimmune (Mansoor, 2015 ; Kada, 2018).

Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la production est
stimulée par I’hormone corticotrope libérée, selon un cycle nycthéméral, par le lobe antérieur de

I’hypophyse. Dans les tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs situés dans le

o
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cytoplasme de la cellule. Parlant de leur mécanisme d’action, les glucocorticoides ont, a I’image
des AINS, une action inhibitrice de la synthése des prostaglandines qui s’exerce spécifiquement
sur la phospholipase A2, au début du métabolisme de I’acide arachidonique (figure 4). lls ont une
action a la fois cytoplasmique et génomique, ayant pour conséquences une modulation de la

transcription et de 1’expression des médiateurs (Dejean et al., 2013).

11.3. Les anti-inflammatoire d’origine végétales

L’activité anti-inflammatoire des plantes est attribuée a leur contenu en métabolites
secondaires biologiquement actifs, tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les
saponines, les coumarines, les terpenes, etc. Ces substances actives peuvent agir sur plusieurs
stades de la réponse inflammatoire en inhibant le métabolisme de I'acide arachidonique, participant
au mécanisme de transduction du signal de I'activation des cellules inflammatoires, la synthese des
cytokines pro-inflammatoires, expression d’adhésion et activation du facteur nucléaire et
production d'oxygene actif (Kherbache, 2018).

Les études menées in vitro et in vivo ont montré I’effet anti-inflammatoire d’un grand

nombre de plantes ainsi que le mécanisme d’action (tableau 2).

Tableau 2: Effets pharmacologiques et modes d’action de certaines drogues d’origine
végétale (Goetz, 2011)

Plantes Principes actifs Effets Modes d’actions
connus pharmacologiques
Erythraea centaurium = Acides phénoliques = Anti-inflammatoire Inhibition du TNFa dans le tissu
gentiopicroside hépatique
Ananassa comosus Bromélaines Anti-inflammatoire - Protéolytique, fibrinolytique et
enzymatique antiagrégant

- Activateur du facteur XI1 de Hageman
et de la prékallicréine sérique.

Salix ssp. Salicine Anti-inflammatoire - Anti-inflammatoire, antipyrétique,
salicylés uricosurique, antiagrégant et inhibiteur
Salicortine, de la fixation plasmatiqgue de
Trémulacine I’albumine.

- | inhibition des cytokines; TNFa,
COX-2 et le NF-kB
Passiflora incarnata Chrysine Anti-inflammatoire, - Effet sur le systéme nerveux

antalgique, sedatif - Antiatéromatase
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11.4. Diclofénac

Le Diclofénac (DCF) est un anti-inflammatoire non stéroidien. Il s’agit d’un dérivé de 1’acide
phénylacétique (acide 2-[2,6-dichloranilino]phenylacétique), du groupe des acides
arylcarboxyliques. Suivant sa forme galénique, il est indiqué dans le traitement des douleurs, en
rhumatologie, dans les traumatismes bénins, en prévention des manifestations inflammatoires

oculaires a la suite d’interventions chirurgicales (figure 5) (Gan, 2010 ; Grandin, 2013).

o=

DICLOFENAC

2-[2-(2,6-dichloroaniline)phenyl]

Figure 5: Structure et nom systématique du diclofénac (Mulkiewicz et al., 2021)

11.4.1. Mécanisme d’action de Diclofénac et effets indésirables

Le Diclofénac inhibe la synthése des prostaglandines dans les tissus du corps en inhibant la
cyclo-oxygénase, il existe deux isoenzymes (COX 1 et COX 2) qui sont applées eégalement
(Prostaglandine G/H Synthase 1 et Prostaglandine G/H Synthase 2), I’inhibition de ces derniés
entraine une diminution de la production des prostaglandines pro-inflammatoires, de
prostacyclines et de thromboxane qui se son des médiateures importants de 1’inflammation et de

la douleur (figure 6) (Derry et al., 2009 ; Yurt et al., 2018).
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Acide arachidonique ~ Diclofénac
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Figure 6 : Mécanisme d'action établi du diclofénac. COX : cyclooxygénase, PG : prostaglandine, Tx :
thromboxane (Bouly, 2022)

Le Diclofénac est généralement bien toléré, mais ses effets secondaires peuvant
inclure :
- Gastrodudénaux : communs a tous les anti-inflammatoires, douleurs épigastrique,
risque d’hémorragie digestive.
- Rénaux : risque d’aggravation d’une insuffisance rénal chez les patients en déplétion
hydrosodée et en insuffisance rénal.
- Hépatiques : augmentation modérée des transaminases ou des phosphatases alcalines.

Il existe d’autre effets secondaires de DCF telles que : les maux de téte, lasommlence,
les nausées, les diarrhées, les dyspepsies, les douleurs abdominales et les brulures d’estomac
(Baumloh, 2000 ; Katrazyna et al., 2018).

11.4.2. Metabolism

Les voies d’entrée du DCF dans le corps sont la voie cutanée ou la voie orale, selon la forme
galénique utilisée. Par voie cutanée, environ 5% de la molécule va étre absorbée et la fraction
restant sur la peau sera rincée ou impregnera les vétements. Par voie orale, 65-70% sera excrétée
dans les urines et 20-30% dans les feces, seul 1% de la dose administrée sera éliminé sous forme
decomposé parent, le reste est sous forme de métabolites (Vieno et al., 2014 ; Tieppo Francio et
al., 2017).
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Le metabolism du DCF dans le foie par CYP P450 et ces isoenzymes donne naissance a des
metabolites reactifs comme les quinoemines, ces derniers peuvent etre impliques dans le processus

du stress oxydatif et il peut meme induire I’hépatoxicité (figure 7) (Yano et al., 2012).
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Figure 7 : Métabolisme du diclofénac chez I'homme (Vieno et Sillanpaa, 2014)

11.4.3. Dose toxique

Le DCF, est toxique a forte dose seulement, ¢a quand les radicaux oxydatif vont attaquer
le site heme de I'enzyme catalase. Les principaux signes cliniques comprenaient les convulsions,
les spasmes saltatoires, la baisse de D’activité, la diarrhée et des signes de maladie aigué
généralisée. La dose létale 50 (DL50) prise par voie orale était supérieure a 800 mg/kg chezle chien
et s’élevait a 3200 mg/kg chez le singe. On a observé chez les chiens une anorexie transitoire, de
la diarrhée et des érosions duodénales. Chez les singes, on a observé de la diarrhée,de 1’anorexie,

des vomissements, de la salivation et des ulceres rectaux (Vidal-Dorsch et al., 2013).

11.4.4. L"hépatotoxicité

Dans I’espéce humaine, le foie est 1’organe le plus volumineux du corps, constituant 2 a 5% du

poids du corps chez I’adulte, il mesure 28 cm dans le sens transversal, 16 cm de haut et 8 cm

)
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Vi
d’épaisseur. Le foie est composé de quatre lobes de différentes tailles, dont certains peuvent étre
subdivisés en 2 parties, I’unité fonctionnelle du foie est appelée espace porte ou lobule, et posséde
généralement une forme hexagonale avec a chacun de ses coins une triade portale (composée d’une
veine porte, une artere hépatique et un canal biliaire). Le foie contient environ 1 a 1,5 million de
ces lobules hépatiques (figure 8) (Vekemans et Braet, 2005 ; Rmilah et al., 2019).

La base des lobules est constituée de cellules parenchymateuses, les hépatocytes, qui sont
interconnectées et qui font face a des canaux sanguins appelés sinusoides de chaque c6té. Les
sinusoides forment des tubes enveloppés de lignes de cellules endothéliales fenétrées. On peut
trouver dans les sinusoides d’autres types cellulaires tels que les cellules de Kupffer et les cellules
stellaires (Kietzmann, 2017).

Canaux hépatiques

Fond
Vésicule biliaire —l Corps

Col Lobe carré

Sillon du igament rond

Lobe gauche du foie
Labe droit

du fole
Hile hépatique
Canal cystique

Canal biliaire

A Sillon du ligament
Artére hépatique propre Lobe caudé veineux

Figure 8 : Organisation en lobes du foie (Masson, 2014)

Les hépatocytes représentent 70% des cellules du foie, ce sont des cellules polygonales de
grande taille (30um de diametre), et organisées en travées. Elles assurent les principales fonctions
métaboliques du foie, elles permettent notamment le stockage et la libération du glucose. Ce sont
des cellules polarisées avec un pole apical en contact de I’endothélium, et un pole basal qui, par
accolement des membranes, forme les canalicules biliaires. Le canalicule biliaire est un espace
intercellulaire situé entre le p6le canaliculaire de deux ou trois hépatocytes (figure 9) (Devisme,
2020).
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Figure 9: Schéma de I’organisation des différentes cellules hépatiques (Devisme, 2020)

Le DCF est un médicament qui ne présente aucun risque au sein de ses doses thérapeutiques,
mais son utilisation peut entrainer des atteintes hépatiques sévéeres. En effet, le DCF et ses
métabolites trés réactifs sont a 1’origine d’une génération excessive d'ERO, ce qui implique le
phénomene de « stress oxydatif » qui peut affecter la perméabilité de la membrane mitochondriale
conduisant & une hépatotoxicité. 1l a été montré que les anti-inflammatoires provoque une
augmentation de I’expression d’héme oxygenase 1 (Hmox1), qui est en fonction des changements
de I’état redox et du désequilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant. Ces événements
conduisent a la libération des protéines pro-apoptotiques et 1’éclatement de la membrane externe

de la mitochondrie ce qui conduit a la lyse cellulaire (Boelsterli, 2003 ; Woen, 2008).

11.4.5. La néphrotoxicité

Les riens, au nombre de deux, sont situés dans la partie arriére ’abdomen au niveau des deux
derniéres cotes, de chaque coté de la colonne vertébrale. Le rein droit, situé sous le foie, est un peu
plus bas que le gauche, qui se situe sous la rate. Chaque rein, en forme de haricot, mesure
en moyenne 12 cm de longueur, 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur. llIs sont surmontés
d’une glande surrénale, organe appartenant au systéme endocrinien et non impliqué dans la

fonction urinaire. Ils sont chacun entourés d’une enveloppe externe de protection, la capsule
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7

Vi

fibreuse (Rabiller, 2013). Le cortex, la partie la plus externe. De couleur pale et d’environ 1 cm /

d’épaisseur, il recouvre la médullaire. Il correspond au reste du parenchyme rénal situé en

périphérie et entre les pyramides de Malpighi (figure 10) (Idier, 2012 ; Bagnis et Khaldi, 2014).
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Veine rénale
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Figure 10 : Coupe coronale vue postérieur du rein (Rabiller, 2013)

Le néphron est I'unité structurale et fonctionnelle du rein. Il permet la formation d'urine. Un
néphron est constitué d’un glomérule et d’un tube rénal. Un rein humain adulte en compte environ
1 million. Le nombre de néphrons, fixé a la naissance, est d'une grande variabilité.ll dépend
de multiples facteurs dont I'dge gestationnel, le retard de croissance intra-utérin, I'état
nutritionnel maternel. Cette unité fonctionnelle issue de blasteme métanéphrogene se raccorde au
systeme des tubes collecteurs de Bellini d’origine embryologique différente (bourgeonurétéral issu
du canal de Wolff). Les diverses portions du néphron sont environnées par un tissuconjonctivo-
vasculaire contenant de nombreux vaisseaux sanguins, quelques lymphatiqueset les nerfs
vegétatifs a destinée vasomotrice. Les glomérules, les tubes contournés proximauxet distaux
sont situés dans la corticale. Les anses de Henlé et les tubes collectes sont situés dans lamédullaire
(Bagnis et Khaldi, 2014 ; Belkasmi et al., 2015).

L’utilisation de DCF est souvent associée a certaines toxicités, il est de plus en plus associé

aune toxicité rénal. La plupart des études ont attribué ce phénomene a la production excessive de
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ERO ce qui entraine une accumulation de 1’acide urique dans le sang, provoquant ainsi des effets
déléteres tels que la goutte et I’augmentation intracellulaire de ERO. Compte tenu de I’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 DCF; un contrdle régulier de la fonction

rénale est primordial (Lin et al., 2008 ; Naidoo et al., 2009 ; Bolat et Selcuk, 2013).

11.4.6. La gastrotoxicité

L’estomac est un organe en forme de sac muqueux, dans un sac musculaire extensible. Chez
I'adulte, il a une contenance moyenne de 1,5 litre. 1l est approximativement en forme de «J
». C’est la partie la plus large du tube digestif. L'estomac se situe en grande partie dans la région
hypochondrie gauche sous le couvert de la partie inférieure de la cage thoracique. Cependant, les
parties inférieure et distale de I'estomac se situent dans les régions épigastriques et ombilicale
supérieure de I'abdomen. Le réle le plus important de I'estomac est de stocker les aliments ingérés
jusgu'a ce qu'ils soient expulsés vers l'intestin gréle a un rythme approprié pour assurer la digestion
et I'absorption dans des conditions optimales (Abida et al., 2021).

Elle constitué principalement de :

Le tissu musculaire est constitué de cellules spécialisées dans la contraction, générant de la
tension et produisant du mouvement, un tissu nerveux, qui constitué de cellules spécialisées dans
la production et la transmission d’impulsions électriques ; un tissu épithélial, qui formé de cellules
spécialisées dans I’échange de matériaux entre la cellule et son environnement et un tissuconjonctif
met en contact, supporte et fixe différentes parties de I’organisme. L’estomac a une triple fonction
: une fonction motrice, une fonction sécrétoire et une fonction endocrine (Mahi, 2014 ; Sherwood,
2015).

La toxicité gastroduodénale des AINS non sélectifs se manifeste par des troubles
dyspeptiques, des lésions endoscopiques et des complications ulcéreuses gastroduodénales graves.
Les troubles dyspeptiques altérent la qualité de vie des patients et imposent 1’arrét de traitement
une fois sur dix. Les lésins endoscopiques, présentes majoritairement au niveau gastrique, sont des
lésions superficielles de type hémorragies intramuqueuses, érosions et/ou ulcérations. Leur
prévalence lors de traitement au long cours varie entre 20 et 80% selon les études. Les
complications gastroduodénales graves (hémorragies, perforations et sténoses) ont une incidence

annuelle évaluée entre 1 et 2 % (Merile et al., 2008 ; Perrone, 2014).
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11.4.7. Diclofénac et stress oxydatif

Les especes réactives de I'oxygene (ERO) sont produites spontanément, en petites quantités
et de manicere continue au sein de I’organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ERO
est assuré par des systemes antioxydants endogénes tels que GSH, GPx et CAT. Il a été démontré
que le DCF avait un effet cytotoxique ; induit par la production excessive des radicaux libres par
I’intermédiaire du cycle Redox ou par I’épuisement de la réserve hépatiqgue en GSH. Cet
épuisement est a 1’origine de plusieurs dommages cellulaires dont la peroxydation lipidique est la

plus répondue (Pourhmad et al., 2011).

Des études récentes ont montré que les anti-inflammatoires AINS a 1’état oxydé via la
peroxydase peuvent jouer un réle dans la génération des espéces réactives de I’oxygéne. Cependant
peu d’informations sont connues sur le mécanisme d’induction du stress oxydant par le DCF
sodique In vivo. D’autres, ont montré que le DCF avait un pouvoir pro-oxydant du fait de
I’implication du GSH dans son métabolisme, en effet le DCF utilise le GSH comme substrat d’ou

sa carence dans les tissus (Karam-allah et al., 2009 ; Rainsford et Velo, 2012).

I11. Le stress oxydatif

Au cours de son fonctionnement, I’organisme a besoin de fagon indispensable de 1’oxygene
par la mise en place d’un systéeme capable de le métaboliser et de produire de 1’énergie pour

alimenter 1’ensemble des cellules et des organismes vivants (Sanchez, 2017).

Les espéces réactives de I'oxygéne sont utilisées par les organismes vivants en raison
de leur réactivité bénéfique dans de nombreux processus biologiques, tels que les mécanismes de
défense ou les molécules de signalisation. Cependant, un déséquilibre entre les sources de radicaux
libres et les systémes antioxydants mene au stress oxydatif (Birben et al., 2012 ; Rahalet al.,
2014).

Le stress oxydant peut étre défini comme ’incapacité de 1’organisme & se défendre contre
I’agression des especes réactives de 1I’oxygene (ERO) ou de I’azote (RNS), suite a un déséquilibre
lié, soit a une production accrue en radicaux libres, ou une diminution de lacapacité de defenses
antioxydantes (figure 11) (Sies, 2015 ; Sies, 2018).
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Figure 11 : Différents facteurs du stress oxydatif (Islam et al., 2019)

I11.1. Les radicaux libres

Lors des processus physiologiques, 1’organisme produit en permanence des especes réactives
de I’oxygéne qui sont capables de jouer un réle important dans la signalisation cellulaireet le
systeme immunitaire. Elles sont issues des différents mécanismes physiologiques tels que lachaine
respiratoire mitochondriale et 1’intervention du complexe enzymatique NADPH oxydase des
cellules phagocytaires. La production des espéces radicalaires peut provenir également de notre
mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, mauvaises habitudes alimentaires, exercice physique
inexistant), des irradiations ou de la pollution, a long terme, ces ERO vont surpasser lesdéfenses
antioxydantes de 1’organisme et conduire au stress oxydatif (Rathore et al., 2017 ; Forrester et
al., 2018 ; Islam et al., 2019).

Les radicaux libres sont des entités chimiques possédant un électron non apparié (celibataire)
sur la couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron célibataire a pris naissance suite
a un apport d’énergie susceptible et suffisant. Les radicaux libres sont des substances chimiques
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trés instables, de durée de vie trés courte (10° & 10 s) et trés réactives par rapport a leur électron

célibataire qui va chercher a se réapparier (Halliwell et al., 2015 ; Garrel et al., 2017).

111.1.1. Sources endogenes

Les mitochondries, siege majoritaire de la synthése des radicaux superoxydes, sont des
organites présents dans le cytoplasme de toutes les cellules eucaryotes. Elles constituent un
systéme de transport énergétique au cours duquel I’énergie chimique contenue dans les aliments
est transformée, par phosphorylation oxydative, en liaisons phosphate a haute énergie. La
mitochondrie est un élément fondamental pour le fonctionnement de la cellule, ¢’est au niveau de
cet organite que s’effectue la respiration cellulaire. La consommation de I’oxygéne et les
différentes réactions du transfert des électrons produisent en performance les especes réactives
d’oxygéne. Les ions métalliques présents dans 1’organisme exX : fer et cuivre peuvent coopérer avec
des especes moins réactives pour produire des radicaux hydroxyles (Phaniendra et al., 2015 ;
Poprac et al., 2017 ; Maity et al., 2018).

I11.1.2. Sources exogenes

Les ERO sont également générées sous 1’effet de stress environnementaux comme la
pollution, la consommation d’alcool ou certains médicaments, 1’exposition prolongée au soleil,
I’effort intense ainsi que le tabagisme. Les ERO dont les plus courants : le radical hydroxyl ("OH),
I’anion superoxyde (O2"), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le dioxygéne singulet (:02). Les ERO
endommagent la vie cellulaire en causant I’oxydation des lipides, des protéines et de I’acide

désoxyribonucléique (ADN) (tableau 3) (Kalam et al., 2015 ; Poprac et al., 2017).
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Tableau 3 : Especes réactives d'oxygeéne d'intérét biologique (Weidinger et Kozlov, 2015)

Espéces réactives Symbole Réactivité

) . Généré dans les mitochondries et dans le systéme
Radical superoxyde 02

cardiovasculaire.

Radical hydroxyle HO* Tres réactif, généré lors d’une surcharge de fer
Peroxyde H20, Formé dans notre corps par un grand nombre de
d’hydrogéne réactions et produit des espéces puissantes comme HO*®
Radical peroxyl ROO* Réactif et formé a partir de lipides, de protéines,
d'ADN,
de sucres etc. pendant les dommages oxydatifs
Hydro-peroxyde ROOH Réagit avec des ions métalliques transitoires pour
organique produire des espéces réactives
L'oxygéne singulet 0, Tres réactif, formé lors de la photosensibilisation et

certaines réactions chimiques
Ozone Os Peut réagir avec diverses molécules pour former

’oxygéne singulet O,

111.2. Conséquence du stress oxydatif

Lors du stress oxydatif, la production excessive de radicaux libre entraine des lésions
irréversibles directes sur les biomolécules telles que : les lipides, les protéines, 1’acide
désoxyribonucléique, et les carbohydrates. Aussi des lésions secondaires dues au caractéere
cytotoxique et mutagene des métabolites libérés lors de I'oxydation de ces macromolécules (figure
12) (Mahjoub et Masrour-Roudsari, 2012 ; Meziti, 2018).

111.2.1. ADN

L’ADN (nucléaire et mitochondriale) sont tres sensibles aux modifications oxydatives par
les radicaux libres, ces attaques radicalaires conduisent a des modifications au niveau des bases
azotées ou des cassures simples et des Iésions complexes (les cassures du double brin), ’arrét de
la réplication de I’ ADN entrainant une mort cellulaire ou bien la formation des cellules cancéreuses
(Amzal, 2010 ; Bayala, 2014 ; Mansoor 2015). Les dommages oxydatifs dans I'ADN sont réparés

principalement par la voie de réparation de I'excision de base, les cellules activent leurs points de
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contréle du cycle cellulaire, ce qui entraine l'arrét du cycle cellulaire et empéche la réplication des

dommages et de I'ADN défectueux (Barzilai et Yamamoto, 2004).

111.2.2. Protein

L'oxydation des protéines peut entrainer des dommages significatifs tels que lafragmentation
des macromolécules, la formation des dimeéres en d’agrégats protéiniques dans les membranes
cytoplasmique. Ces reactions induisent ainsi des modifications au niveau de leur structure et par
consequent la modification de leur activité (enzymatique, de signialisation ou de transport). Le
niveau de protéines oxydées augmente avec le vieillissement et dans le cas de certaines maladies
lies a I'age (Davies, 2016 ; Meziti, 2018).

111.2.3. Lipide

Les lipides (les lipoprotéines circulantes, les phospholipides membranaires et acides gras
polyinsaturés) sont extrémement sensibles aux attaques de radicaux libres, ils sont la cible
privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle. Ce dernier a la capacité de détacher les atomes
d'hydrogene d'autres acides gras polyinsaturés pour générer des peroxydes lipidiques qui attack le
membrane cellulaire. Cette reaction provoque désorganisation de la membrane en altérant ses
fonctions d’échange, de barriére et d’information (Matsuda et al., 2012 ; Bayala, 2014). Tout ces
modification avec le temp, elle provoque des maladie cardiovasculaires, neurodégénératives, le

cancer, I’hypertension, des maladies pulmonaires et I’asthme (Furukawa et al., 2017).
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Figure 12 : Conséquences du stress oxydatif (Tan et al., 2018)

111.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui sont capables de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation
d’un substrat oxydable en agissant a faible concentration. L’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défense antioxydante constitue des molécule enzymatique et nom enzymatique. Il
existe plusieurs molécules enzymatiques tel que la superoxyde dismutase capable de contribuer a
la dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygeéne moléculaire, le
catalase destinée a catalyser la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene
moléculair. Pour les molécule enzymatique on trouve le glutathion, les protéines (ferritine,

transferrine, céruloplasmine) (Poljsak et al., 2013 ; Ighodaro et Akinloye, 2018).

Les composants naturels d'origine alimentaire ont fait I'objet d'une grande attention au cours
des deux dernieres décennies en raison de leurs diverses activités biologique spécifiqument
lactivité antioxydant. Parmi les antioxydant naturel on trouve Vitamine C, E, 3-caroténe, les
extraits des plantes, notamment les phénols, les flavonoides, les saponines, les glycosides et les
tannin.. ect (Poljsak et al., 2013 ; Mansoor, 2015).
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IV. Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent un des groupes
les plus représentés et largement distribués dans le monde. Ces composés ont une importance
physiologique et morphologique considérable chez les végétaux, ils jouent un réle important dans
leur croissance, leur reproduction, leur pigmentation et dans leur mécanisme de défense contre les

rayonnements ultraviolets et les agents pathogénes (Hu et Luo, 2016 ; Saponjac et al., 2016).

Les polyphénols sont des véritables molécules antioxydantes et sont trés abondants dans
certains aliments notamment le thé, I'nuile d’olive, les champignons, les fruits et Iegumes. L activité
antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle potentiel dansle
traitement ou la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif telles que le cancer
(Meroune et al., 2014 ; Kozarski et al., 2015).

Ces composés peuvent étre classés en différents groupes en fonction du nombre de cycles
phénoliques et les éléments structurels qui lient ces anneaux les uns aux autres. On distingue les

acides phénoliques, les flavonoides...

IV.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un groupe
carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique. Ce dernier peuvent étre divisés en deux groupes
principauX, les acides hydroxybenzoiques (acide gallique, acide salicylique, acide vanillique et
I’acide protocatéchique) et les acides hydroxycinnamiques (acide coumarique, acide cinnamique,
acide caféique, acide férulique) dérivés de I'acide benzoique et de I'acide cinnamique. Les dérivés
de l'acide hydroxybenzoique se rencontrent généralement sous la forme liée et sont typiquement
un composant des lignines et les tanins hydrolysables. Les dérivés de I'acide hydroxycinnamique
sont principalement présents sous la forme liée. Généralement ils sont liés aux composants
structurels de la paroi cellulaire, tels que la cellulose, la lignine et les protéines (Chanforan, 2010 ;
Kozarski et al., 2015).
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Les acide phénolique sont nécessaires pour les fonctions normales des plantes, ou ils jouent
un role important dans la résistance des plantes aux agents pathogenes et les herbivores, la
croissance des plantes, la couleur et les caractéristiques organoleptiques des plantes et la
prévention du stress oxydatif (figure 13) (Kawsar et al., 2008 ; Challacombe et al., 2012).

OVOH @) OH @) OH
1
_CHga
HO OH O OH
OH OH OH

Acide Galligue Acide vanillique Acide protocatéchuique

Figure 13 : Quelques molécules phénoliques (El Rayess et al., 2014)

1V.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules phénoliques et représentant une classe de métabolites
secondaires largement répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels
des végétaux et sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. ils contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles
aromatiques A et B a six atomes de carbone liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut
ou non étre une partie d'un troisieme cycle C. Les flavonoides sont subdivisés en plusieurs sous
classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les mieux caractérisés. Les flavonoides se
distinguent entre eux par les substituants hydroxyles, méthoxyles ou glucidiques sur leurs cycles
(figure 14) (Tapas et al., 2008 ; Egert et Rimbach, 2011).
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Figure 14 : Structure chimique générale des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013)

1V.2.1. Effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules de défense contre les organismes pathogénes, leurs
propriétés ont été exploitées pour leurs effets thérapeutiques contre les microorganismes. Les
flavonoides présentent de nombreuses activites : antioxydants, anti-inflammatoire,
antiallergique, antimicrobien, antihelminthique, hépatoprotecteur, antihormonal, anti-
thrombotique, antiviral, et activités antinéoplasiques. Certains ont des activités : inhibitrices
d’enzymes, diurétiques, vasodilatatrices, chimoprotectrices, antidiabétiques et prévention des
maladies cardiovasculaires. La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a
leur pouvoir antioxydant et chélateur. Plusieurs études ont montré qu’un régime alimentaire
riche en flavonoides peut avoir des effets bénéfiques sur la santé (Sharma et al., 2008 ;
Saffidine, 2018).

IV.2.1.1. Activité antioxydant des flavonoides

Presque tous les groupes de flavonoides ont la capacité d'agir comme antioxydants. Les
flavones et les catéchines semblent étre les flavonoides les plus puissants pour protéger
I'organisme contre les espéces réactives de I'oxygene (Nijveldt et al., 2001).

Le mode d'action complet des flavonoides comprennent : piéger les espéces réactives,
chélater le métal, supprimer les enzymes associées a la génération de radicaux libres, et
stimuler le systeme enzymatique antioxidant. Notons que sous certaines conditions, les
flavonoides sont cependant susceptibles de se comporter comme des agents pro-oxydants et
d’engendrer une altération des protéines, de I’ADN ou encore des lipides membranaires et

des glucides (Banjarnahor et Artanti, 2015).
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A. Les flavonoides-piégeurs des radicaux libres

Les flavonoides peuvent empécher les radicaux libres (radicaux hydroxyles (OH),
anions superoxydes (O2""), radicaux peroxylipidiques, peroxyles (ROQO"), alkoxyles (RO") de
diverses maniéeres. En raison de la réactivité élevée du groupe hydroxyle des flavonoides, ces
derniers sont oxydes par les radicaux, ce qui donne un radical plus stable et moins réactif,

selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R’ — Flavonoide (0 + RH.

Le radical aryloxyle (FI-O°) peut réagir avec un autre radical pour former une structure
quinone stable.

En d'autres termes, les flavonoides stabilisent les especes réactives de I'oxygene en
réagissant avec le composé réactif du radical. Quelques flavonoides peuvent directement
piéger les superoxydes, tandis que d'autres peuvent réagir avec le radical dérivé de I'oxygéne
hautement réactif appelé peroxynitrite (Ghedira, 2005 ; Nkhili, 2009).

B. Les flavonoides- agents chélateurs des ions métalliques

Les ions métalliques présents dans 1’organisme, comme le fer ou le cuivre, peuvent étre
a Dorigine de la production de radicaux hydroxyles trés réactifs a partir de I’espéce moins

réactive H>Og, via la réaction de Fenton (Hadj Salem, 2009).

H,0, + Fe!' 2 OH-+ OH" + Fe*'

La chélation c’est la formation d'un complexe d'ions métalliques dans lequel 1'ion
métallique est associé a un électron donneur chargé ou non chargé appelé ligand. En plus de
I'élimination directe des radicaux libres, les flavonoides exercent un effet antioxydant par des
interactions avec la forme réduite des métaux de transition ; principalement Fe (I1), Fe (111)
et Cu (1), qui participent aux réactions générant des radicaux libres. Ces interactions jouent
un role majeur dans le comportement biologique et applications medicinales des flavonoides
(Malesev et Kuntic, 2007). Dans chaque molécule de flavonoide, il existe trois domaines

susceptibles d'interagir avec des ions métalliques, (i) les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy
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du cycle B, (ii) les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C, (iii) les groupes 4-oxo et 5-
hydroxy (figure 15). Par conséquent, la liaison de ces ions dans des complexes chélates
stables diminue leur role dans l'initiation des processus de formation des radicaux libres
(Pietta, 2000 ; Nkhili, 2009).

@

Figure 15: Les flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation
des ions métalliques (Mn*) (Nkhili, 2009)

C. Effets des flavonoides dans le processus de peroxydation lipidique

Les flavonoides sont capables d’inhiber la peroxydation lipidique causée par les ERO
dans la bicouche phospholipidique. Du fait de leur caractére hydrophile, les flavonoides
peuvent intervenir a différents niveaux de ce processus. lls sont capables de capturer
directement les espéces radicalaires et ainsi d’interrompre 1’étape de propagation radicalaire.
Par ailleurs, étant de bons chélates, ils sont capables de cordonner le fer libre. Les flavonoides
présents a la surface des membranes sont capables de régénérer la vitamine E, I’un des
antioxydants essentiels dans la protection des membranes cellulaires (Moridani et al., 2003;
Hadj Salem, 2009 ; Saffidine, 2018).

V. Présentation du matériel végétal (la Camomille)

La Camomille est une espece de plante médicinale bien connue de la famille des
Astéracées, souvent appelée «I'étoile parmi les especes médicinales». De nos jours, c'est une

plante médicinale tres appréciée et trés utilisée en meédecine traditionnelle. Ses valeurs
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multithérapeutiques, cosmétiques et nutritionnelles ont été établies a travers des années
d'utilisation et de recherche traditionnelles et scientifiques. Sous le terme de Camomille, on
désigne communément plusieurs espéces de la famille des Asteraceae : Matricaria
chamomilla L., la grande Camomille (Tanacetum parthenium), et la Camomille romaine
(Chamaemelum nobile) (Pillonel et al., 2012 ; Hajjaj, 2017).

V.1. Matricaria chamomilla L.

Matricaria, du latin matrix, signifie matrice, en allusion a ses vertus médicinales qui
stimulent le flux sanguin de 1’utérus, et chamomilla, du grec khamaimélon, veut dire pomme
rampante.

La Camomille est trés répandue en Europe et en Afrique du Nord. En Algérie, elle
pousse dans les moissons, les jardins et les champs incultes. En usage externe, en infusion,
les fleurs sont utilisées pour blondir les cheveux, pour soigner les yeux, pour soulager les
courbatures ou encore combattre le stress. Elle entre aussi dans le traitement de I’eczéma et
des hémorroides. En usage interne, elle est employée pour lutter contre les migraines, les
coligues enfantines, I’inflammation de la vessie et la fievre, les troubles neuropsychiatriques,

respiratoires, gastro-intestinaux et hépatiques,

La Camomille est une plante annuelle a odeur aromatique pouvant atteindre 10 a 50 cm
de haut. Les feuilles sont découpées en lanieres fines. Les fleurs périphériques sont blanches
et en languette, contrairement aux fleurs centrales, jaunes et en tube (El Mihyaoui et al.,
2022).
La composition phytochimique des huiles essentielles et des extraits de M. chamomilla a
été largement analysée, montrant que la plante contient plus de 120 constituants. Les huiles
essentielles sont généralement composees de terpénoides, tels que 1'a-bisabolol et ses oxydes A et

B, I'oxyde A de bisabolone, le chamazulene et le B-farnésene, entre autres composes.

D'autre part, les extraits de M. chamomilla étaient dominés par des composés phénoliques,
y compris les acides phénoliques, les flavonoides et les coumarines. En outre, M. chamomilla a
démontré plusieurs propriétés biologiques telles que des effets antioxydants, antibactériens,
antifongiques, antiparasitaires, insecticides, antidiabétiques, anticancéreux et anti-inflammatoires.
Ces activités permettent I'application de M. chamomilla dans les domaines suivants medicinales et
vétérinaires, la conservation des aliments, le contréle phytosanitaire, et comme surfactant et agent

anticorrosif. L'application la plus importante de M. chamomilla était dans le domaine médicinal
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sur les animaux et les humains (figure 16) (Singh, et al., 2011 ; El Mihyaoui et al., 2022).
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Figure 16: Propriétés biologiques de Matricaria chamomilla EI Mihyaoui et al., 2022

V.1.2.Classification

Tableau 4: Position taxonomique de Matricaria chamomilla (Djoubani et al., 2017)

/
/

Taxonomie

Description

Regne

Plantae

Embranchement

Spermatophytes

Sous-embranchement

Dicotyledones

Classe Dicotyledoneae

Ordre Asteralae

Famille Astéraceae

Genre Matricaria

Espéce Matricaria chamomilla L.

=)
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Protocoles expérimentaux

1. Matériel végétal

La plante Camomille a été achetée chez un herboriste, la partie qui a été utilisée est la partie
aérienne (les fleures). Le matériel végétal a été séché a 1’obscurité et a ’abri de I’humidité et a
température ambiante, la plante est broyés et stockée soigneusement aprés séchage. La préparation
de I’extrait a été réalisée au niveau de l'aboratoire de biochimie, faculté des sciences de la nature

et de la vie, université Fréres Mentouri Constantine 1.

1.1. Méthodes d’extraction

Les parties aériennes (100 g) de la Camomille ont été macérées, trois fois pendant 48 h avec
du méthanol-eau (MeOH/H»0) avec les proportions (80 : 20 V/V) a température ambiante. Apres
filtration, les filtrats sont rassemblés, puis concentrés sous vides a 40°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

Afin d'étudier l'activité protectrice et antioxydante in vivo, on a utilisé des rats males de
souche Wistar Albinos, qui pesent entre 160 et 190 g, issus par élevage a l'animalerie du
département de biologie animale, faculté des sciences de la nature et de la vie, université Mentouri
Constantine 1.

Dés leur réception, les rats sont organisees et réparties en quatre groupe 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.

E
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Figure 17 : 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 Camomille sur la toxicité aigle

induite par le Diclofénac (50 mg/kg)

Pour évaluer I’effet protecteur de 1’extrait hydro-méthanolique de la Camomille sur les rats

durant 05 jours. Les rats sont répartis en quatre groupes de 8 rats chacun de la maniére suivante :

» Groupe | tétmoin (T) : Lot témoin regoit chaque jour de I’eau distillée par gavage.

» Groupe Il (EXT) : Regoit chaque jour 100 mg/kg de I’extrait hydro-méthanolique de la
Camomille par gavage pendant 5 jours.

> Groupe 11 (DCF) : Recoit le 4°™ et le 5°™ jour 50mg/kg de Diclofénac par voie intra-
péritonéale.

» Groupe IV (EXT+DCF) : Regoit 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).

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

été choisie sur la base d'études antérieures (Simon et al., 2019).
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Figure 18 : Un Rat qui recoit Figure 19 : Un rat qui regoit sa dose du
Dextrait de la plante par gavage Diclofénac par voie intra-péritonéalede

2.2.2. Dissection des rats, prélevement du sang et des organes

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit, les rats
sont anesthésies en utilisant le chloroforme. Le sang est préleve a partir de la veine porte et mis
dans des tubes, puis il est centrifugée a 3000 tours/ minute pendant 10 minutes pour récupérer le
plasma, puis stocké a -20°C jusqu’a I’utilisation pour ’analyse des paramétres biochimiques telles

que les transaminases (ALAT, ASAT), urée, creatinine et I'acide urique.

Figure 20 : Rat dans la cloche pour qu’il soit Figure 21 : Rat sur la planche de dissection
anesthésié
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2.2.3. Préparation d’homogénat

Apreés 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. En suite les organes sont rincés par I’eau
physiologique salin 0,9 %, puis coupé en petits morceaux, pesé et enfin homogénéisé a I’aide d’un
homogeénéisateur dans une solution de KCI 1,15% a raison de 20% pour le foie et 10% pour les
riens et I'estomac. L homogénat obtenu est centrifugé a 3000 tours/minute pendant 15 minutes
pour eliminer les débris cellulaires. Ensuite, La fraction cytosolique est récupérée et utilisée pour
les dosages du taux de molonyldialdéhyde (MDA), la concentration de glutathion réduit (GSH) et
le glutathion peroxydase (GPx).
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Figure 22 : La préparation de I’homogénat

L

/



Chapitre I1: Protocoles expérimentaux

2.2.4. Méthodes de dosage des parametres biochimiques

Les activites enzymatiques : AST, ALT (biomarqueurs de la fonction hépatique) sont
mesurées. Aussi bien les biomarqueurs de la fonction rénale (I’urée, 1’acide urique et la créatinine)
ont été estimés. Les parametres 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.

2.2.4.1. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi 1’oxaloacétate de glutamate
transaminase (TGO) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate au
I’alpha-cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déhydrogénase (MDH) et le NADH, H* selon la réaction suivante :

a-cetoglutarate + aspartate glutamate +Oxaloacetate

_ >
Oxaloacetate + NADH, H > malate +NAD"

2.2.4.2. Dosage de ’alanine aminotransférase (ALAT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi pyruvate de glutamate transaminase
(TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’alanine au 1’alpha-
cétoglutarate formant le glutamate et pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par le lactate

déhydrogénase (LDH) et le NADH, H* selon la réaction suivante:

a-cetoglutarate + alanine

Pyruvate + NADH, H'

glutamate +pyruvate

lactate +NAD"

k4
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2.2.4.3. Dosage de l’'urée

L’uréase hydrolyse 1’urée en ammonium (NH4") et dioxyde de carbone (CO.). Les ions
ammonium formés réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite en présence du nitroprussiate.

Pour former un indophénol vert selon les réactions ci-dessous :

Urée tH0 ——=5 5 (NH:")2 +CO>
NHs'+ salicylate + NaClQ  Nitmpmssate | Indophénol

2.2.4.4. Dosage de creatinine

C’est la formation d’un complexe créatinine-picrate par la réaction de la créatinine de
I’échantillon avec le picrate dans un milieu basique, I’augmentation de 1’absorbance a 500 nm est

proportionnelle a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon.

Milieu alcalin
Creatinine + acide picrique + NaOH » complexe creatinine —acide picrique

2.2.4.5. Dosage d’acide urique

Le dosage de I’acide urique se fait a I’aide de la méthode de Schultz (1984). L’acide urique
est oxydé par I’uricase en allantoine et peroxyde d’hydrogéne (2H202) lequel, en présence de
peroxydase (POD), 4-aminophénazone (4-AF) et 2-4 Dichlorophénol Sulfonate (DCPS), forme un

Ccomposé rosace :
) ) Uricase
Acide urique +2H O + O, —— > Allantoine + CO_+2H O,

2H202 + 4-AF + DCPS ﬂ) Quinone-imine + 4H20
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2.2.5. Dosage des parametres de stress oxydant
2.2.5.1. Dosage du malondialdhyde (MDA)

Le dosage du malondialdhyde (MDA) a été réalisé selon la méthode (Uchiyama et Mihara,
1978). Le MDA est un produit final du processus de peroxydation des lipides, connu comme un
marqueur du stress oxydatif qui aboutit finalement a des dommages cellulaires. La détection du
MDA constitue une méthode trés sensible pour déterminer la lipopéroxydation. Cette détection se
base sur une réaction au cours de laquelle, une molécule de MDA réagit avec deux molécules
d’acide thiobarbiturique (TBA) et entrainent la formation d’un complexe rose qui absorbe une

longueur d’onde de 532 nm selon la réaction suivante :

OH OH

MDA TBA MDA-TBA, adduct

Figure 23 : Réaction du malondialdéhyde (MDA) avec 2 molécules d'acide 2-
thiobarbiturique (TBA) (Weitner et al., 2016)

A 0,25 mL d’homogénat, nous avons additionné 1,5 mL de I’acide phosphorique (1%) et 0,5
mL de I’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67%. Le mélange est incubée a 100 °C pendant 45 min et
la réaction est arrétée par immersion des tubes dans la glace puis additionné 2 mL de n-butanol.
Le mélange est centrifugé a 3000 t/min pendant 15 min. La lecture est effectuée a 532 nm. La
quantité du MDA dans 1’échantillon est exprimée en nmol/mg de tissu. Elle est obtenue grace a

une courbe standard réalisée avec du 1,1,3,3-tetraetoxypropane dans les mémes conditions.

@
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Figure 24 : La formation du complexe coloré en rose lors de dosage du MDA

2.2.5.2. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique par le réactif
d’Ellman (DTNB) (Ellman, 1959). Le principe consiste a scinder la molécule d’acide 5,5'-
dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH et la libération de I’acide thionitrobenzoique
(TNB). Ce dernier, a pH (8-9), présente une absorbance maximale a 412 nm selon la réaction

suivante (figure 25).

o o)
] ]
HO—C C—OH

DTNB
O O
Tl I
HO—C HO—C
—_—
O-N @S_ SG +  O.N @S_H
GSTNB TNB

Figure 25 : Principe de dosage de glutathion
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A 0,5 mL d’homogénat, nous avons additionné 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) (10%)
ont laissé réagir pendant 15 min puis centrifuges a 2000 t/min pendant 5 min. Un aliquote de 0,2
mL de surnagent et additionner a 1,8 mL de solution tampon phosphate (PH 8, 0,1 M) et 0,1mL
réactif d’Ellman (DTNB), I’absorbance est mesurée a 412 nm apres 5 min. La teneur en GSH était

exprimée en nmol GSH/mg de protéine.

2.2.5.3. Dosage du glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
(Flohé et Glnzler, 1984). Le glutathion peroxydase (GPx) de I’homogénat tissulaire oxyde le
glutathion (GSH) et simultanément le H20> est réduit en H2O. La quantité du glutathion restante
réagit avec la solution DTNB pour donner un composé coloré qui est mesuré par

spectrophotométrie a 420 nm, selon la réaction suivante :

GPx

H:0:+2 GSH ————» GSSG + 2H:0

La densité optique a été mesurée a 412 nm et l'activité de I’enzyme GPx a été exprimée en
umol GSH / mg protéine. Le mélange réactionnel contient 0,2mL de I’homogénat, 0,4mL de GSH
(0,1mM) et 0,2mL de solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, PH 7,4). Le mélange est incubé
au bain marie 25°c pendant 5 minutes, puis additionné 0,2 mL de H20> (1,3 mM). Aprés 10 min 1
mL de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) est rajouté dans le but d’arréter la réaction et le mélange
est placé dans la glace pendant 30 min et centrifugé durant 10 min a 3000t/min. Un aliquote de
0,48 mL de surnageant et additionner 2,2 mL TBS et 0,32 mL de DTNB, I’absorbance est mesurée

a 412 nm apres 5 min. L’activité de GPx est exprimées en nmol GSH/mg de protéine.

2.3. Examens d'anatomie-pathologiques

L’¢tude histologique s’effectue dans les laboratoires d’anatomie pathologique du Clinique
D'urologie Nephrologie et de Transplantation Rénale (Daksi), Constantine, par un microscope
photonique Leica ICC 50 HD. Elle est basée sur une analyse sémiologique qui consiste a comparer

les tissus normaux et les tissus pathologiques, dont 1’objectif est de vérifier 1’existence de
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modifications éventuelles dans 1’architecture de ces organes aprés 1’administration de la plante

Camomille et I’injection de Diclofénac.

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 d’organe visé
(foie, reins et I'estomac) de chaque rat est immédiatement préleve, coupé en petits morceaux, et

conservé dans le fixateur formol (10%).
Les différentes étapes de la préparation des blocs de paraffine sont résumées ci-dessous :

» La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération des
enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. La fixation se fait par une solution du
formol tamponné (10 %) qui favorise la polymérisation des protéines et, dans certains cas
les lipides présents dans l'organe.

» Les fragments des tissus sont mis en cassettes puis plonger dans un récipient fermé de
formol 10%.

» Ladéshydratation on passe les tissus dans des bains d'alcool de degré croissant (70°, 80°,
90°, 95°, 99°, puis enfin 100°). L’intérét de la déshydratation est d’éliminer I’eau. Juste
aprés la déshydratation, les cassettes sont mises dans un bain de xylene (éclaircissant) ce
qui permet d'apprécier le degré de pénétration par la transparence acquise par la piece.

» Les tissus sont inclus dans du paraffine fondue qui s’incorpore avec 1’échantillon et
conserve ces tissus permettant ainsi de faire des coupes histologiques fines.

» Les coupes fines (5 uM) sous forme d’un ruban sont réalisées a partir du bloc de paraffine
a I’aide d’un microtome. Le ruban obtenu de la microtomie est étalé sur des lames en verre,
ces lames passent sur une plaque chauffante pour assurer la fixation de la paraffine
contenant la coupe histologique sur la lame.

» Pour faciliter la pénétration des colorants a I’intérieur de la coupe, on commence d’abord
par une réhydratation. On passe les lames dans des bains d'alcool de degrés décroissants
(de 100°, 90°, 70°C) puis dans de I’eau distillée.

» La coloration est effectuée pour reconnaitre les différents composants tissulaires qui sont
généralement transparents. La coloration hématoxyline éosine (HE) est la coloration
bichromatique standard utilisée en premier temps, elle nous donne une vue globale sur les
morphologies tissulaires et les lésions pathologiques.

» L ’hématoxyline, qui colore en bleu violacé les structures basophiles (noyaux).

» L’éosine, qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme).
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%

» Pour une meilleure visualisation microscopique et une conservation a longue durée contre
la décoloration, une résine synthétique est placée entre une lame portante la coupe
histologique et une lamelle. Les lames sont prétes pour la lecture microscopique qui est

effectuée par un microscope photonique Leica et photographiées a 1’aide d’un appareil

photo numérique.

Figure 26: Préparation des lames d'anatomie
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3. Evaluation statistique

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel Graph Pad Prism 5. 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 différence 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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Chapitre 111 : Résultats et discussion

V
1. Résultats de I’étude expérimentale in vivo £

1.1. L’effet protecteur de 1'extrait de la plante vis-a-vis la toxicité aigué induite par la
Diclofénac

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

a. Les enzymes transaminase AST et ALT

300 - qrF*
T

250 - 1
=
5 200 - *%
e
75} 1 |
2 50

100 -
50 -
O T T
T EXT

Figure 27 : Effet de la Diclofénac et I’extrait 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

DCF EXT+DCF

Les résultats représentés dans la figure 27 et 28 montrent que l'administration de DCF
(50mg/kg) a induit une augmentation hautement significative (p< 0,001) des taux plasmatique
d'AST et d'ALT par rapport au groupe témoin. Alors que le prétraitement oral avec I'extrait hydro-
méthanolique (100mg/kg) de la Camomille a considérablement réduit les taux d'AST et dALT
(p< 0.01) dans le groupe co-traité par I'extrait (EXT + DCF) par rapport au groupe traité par DCF.
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Figure 28 : Effet de la Diclofénac et ’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 I’urée, |'acide urique et la créatinine

Les résultats obtenus dans notre travail (figure 29, 30 et 31) ont montrés que
I’administration du Diclofénac (50mg/Kg) a provoqué une augmentation significative (p<0.001 ;
p<0.01) dans la concentration de la créatinine, I'acide urique et 1’urée sérique par rapport au groupe
témoin (T). Une diminution significative (p<0.01 ; p<0.01 ; p<0.05) de la concentration sérique
des trois parametres chez le groupe (EXT+DCF) par rapport au groupe DCF. Concernent le groupe
des rats sains, 1’administration journaliere de la méme dose de I’extrait pendant 7 jours n’a pas

altére la concentration sérique de 1’urée, I'acide urique et la créatinine.
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Figure 29 : Effet de la Diclofénac et 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

100 -
g
? PR
Q
§ 50 -
g p**
3

o T T T 1
T EXT DCF EXT+DCF

Figure 30 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur la concentration sérique de I'acide urique.
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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Figure 31 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur la concentration sérique de I'urée
Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. *: P< 0.05; ** : P<0.01, *** : P< 0.001,

a : Groupes comparés au groupe témoin

b : Groupes comparés au groupe Diclofénac

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, des reins et I'estomac

%
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Figure 32 : Effet de la Diclofénac et 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 comparés au groupe Diclofénac
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Les figures 32, 33 et 34 illustrent I’effet de 1’extrait hydro-méthanolique sur les variations du
MDA dans le foie, les reins et I'estomac chez les rats traités par le Diclofénac.

La néphrotoxicité, I'népatotoxicité et la gastrotoxicité provoquée ont associée a une
peroxydation lipidique exprimée par une augmentation hautement significative (p<0.001) > MDA
chez les rats recevant le Diclofénac par rapport au groupe témoin.

Par contre un traitement de 7 jours par I’extrait de la plante (EXT+DCF) a diminué
significativement (p < 0.01) le taux du MDA renal, hépatique et gastrique par rapport aux rats
traités par le Diclofénac. Donc, le prétraitement par I’extrait diminue 1’oxydation des lipides chez

les rats et normalise la valeur du MDA comparée au groupe toxique.
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N
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Figure 33 : Effet de la Diclofénac et 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
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Figure 34 : Effet de la Diclofénac et I’extrait sur le taux d’MDA de I'estomac 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

1.2.2. L’effet sur le GSH du foie, des reins et |I'estomac
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Figure 35 : Effet de la Diclofénac et 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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D’aprés les résultats illustrés dans les figure 35, 36 et 37, le traitement des rats par la DCF
(50mg/kg) a provoqué clairement une déplétion trés hautement significative (p<0,001) du taux de
GSH hépatique, rénales et gastrique par rapport au groupe témoin. Le prétraitement avec I’extrait
de la plante pendant 7 jours a la dose quotidienne de 100 mg/kg a montré une amélioration
significative (p < 0.01) du taux tissulaire de glutathion réduit (GSH) rénale, hépatique et gastrique

comparativement au groupe DCF.
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Figure 36 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur le niveau de GSH 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
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Figure 37 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur le niveau de GSH de I'estomac 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

1.2.3. L’effet sur P’activité de la GPx du foie, des reins et I'estomac
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Figure 38 : Effet de 1a Diclofénac et ’extrait sur |'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
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L’activité de la GPx dans I’homogénat des reins, foie et I'stomac est diminué significativement
(p< 0.001) chez les rats traités par le Diclofénac seule par rapport & celle mesurée chez les rats
témoins. Par contre un traitement de concomitance par I’extrait hydro-méthanolique (100mg/kg)

a provoqué une augmentation significative de I’activité de la GPx chez les rats traités par DCF

(figure 38, 39 et 40).
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Figure 39 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur |'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
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Figure 40 : Effet de la Diclofénac et ’extrait sur |'activité de GPx de I'estomac
chez les différents groupes. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. ** :
P<0.01, *** : P<0.001,

a : Groupes compareés 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 montré une
architecture cellulaire normale et qui se caractérise par 1I’arrangement des hépatocytes autour de la

veine centrale avec triade portale et espaces sinusoidaux normaux (figure 41).

Figure 41 : Histologie des foies des rats témoins
(x100)
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Figure 42 : Histologie des foies des rats traités avec I'extrait de la plante
Camomille (100 mg / kg) (100x et 400x)

En plus, les coupes histologiques des foies des rats traités avec I'extrait de la plante Camomille
(100 mg/ kg) ont montré une histologie normale presque similaire a celle du groupe témoin (figure
42).

Figure 43 : Histologie du foie des rats du groupe toxique (groupe traité par Diclofénac
(50 mg/kg)): (A) Infiltrat lymphocytaire central péri-vésiculaire, (B) , Nécrose péri
portale et lobulaire (100x et 400x)
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Cependant, les coupes histologiques du foie des rats intoxiqués par Diclofénac (50mg/kg) ont
présentés des altérations histopathologies séveéres, On note: Infiltrat lymphocytaire central péri-

vésiculaire, Nécrose péri portale et lobulaire marqué focale (figure 43).

Le co-traitement avec 100mg/kg de l'extrait brut de la plante Camomille a réduit les
changements histopathologiques induits par le Diclofénac, ils ont montré une forme histologique
comparable a celui du groupe témoin avec la présence des cellules binuclées, congestion
hépatique. L'observation histologique du foie confirme les résultats des mesures des parameétres
biochimiques et du profil antioxydant et confirme encore I’effet protecteur de I'extrait hydro-

méthanolique de la plante Camomille (figure 44).

Figure 44 : Histologie du foie des rats traités par DCF (50 mg/kg) et I'extrait de
la plante Camomille (100 mg / kg) montré un tableau histologique comparable
a celui du groupe témoin avec un dommage minimal des hépatocytes. (1)
Congestion hépatique, (2) Binucléation des hépatocytes (100 x et 400x)
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Vi
» Au niveau des reins
Les coupes histologiques des fragments des reins des rats de groupe témoin ont montré un
aspect morphologique normale (figure 45). En outre, la figure (46) montre qu’il n'y avait pas des
changements morphologiques dans les reins du groupe traités par I'extrait hydro-méthanolique
dans l'examen microscopique. Alors qu’il y avait des altérations histopathologies : atrophie
glomérulaire modérée ; nécrose tubulaire proximale ; infiltrat inflammatoire lymphocytaire
interstitiel dans les reins du groupe Diclofénac (50 mg/kg) (figure 47).

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

glomérules presque normaux (figure 48).

Figure 45 : Histologie des reins des rats témoin
(400 x)

Figure 46 : Histologie des reins des rats traités avec I'extrait de la plante
Camomille (100 mg / kg) H&E (400x).
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Figure 47: Histologie des reins des rats du groupe toxique ; groupe traité par Diclofénac
(50 mg/kg): (1) atrophie glomérulaire modérée ;(2) début de nécrose;(3) infiltrat
inflammatoire lymphocytaire interstitiel (100 x et 400x)

Figure 48 : Histologie des reins des rats traités par DCF (50 mg/kg) et I'extrait hydro-
méthanolique (100 mg / kg) montré un tableau histologique comparable a celui du
groupe témoin
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Vi
» Au niveau de I'estomac
Le traitement par le Diclofénac sodique a provoqué de graves lésions de la muqueuse

gastrique, comme le montre Il'altération profonde de I'épithélium glandulaire. La lésion présentait

infiltration de leucocytes, une granulation abondante et une inflammation intense.

(400 x)

Figure 50 : Histologie de I'estomac des rats traités pa DCF
(400 x)

ﬁ



Chapitre 111 : Résultats et discussion

/

Figure 51 : Histologie de I'estomac des rats traités par
I'extrait

Figure 52 : Histologie de I'estomac des rats traités par DCF (50 mg/kg) et I'extrait hydro-
méthanolique (100 mg / kg) montré un tableau histologique comparable & celui du groupe
témoin
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2. Discussion

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisees dans le monde, que ce soit dans le contexte de la prescription medicale, ou de
l'automédication. Leurs propriétés antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires expliquent
leur large utilisation symptomatique. Mais leur bénéfice thérapeutique est souvent limité par la
survenue d'effets indésirables : digestifs, hépatiques et réenaux.

Le Diclofénac est un anti-inflammatoire non stéroidien, dérivé de I'acide phénylacétique du
groupe des acides arylcarboxyliques. 1l possede les propriétés suivantes : activité antalgique,
antipyrétique, anti-inflammatoire et inhibition de courte durée de la fonction plaquettaire
(Tamazirt, 2017). Le mécanisme d’action exact n’est pas connu mais il est assimilé aux autres
AINS, en bloguant la synthese des prostaglandines par inhibition de la cyclo-oxygénase (COX).
L’inhibition de la COX engendre la diminution de la prostaglandine au niveau de 1’épithélium de
I’estomac la rendant trés sensible a la corrosion par I’acidité gastrique, sachant que le Diclofénac
a une petite préférence a bloquer les COX2 ce qui le rend moins agressif par rapport a I’ Aspirine
et I’Indométacine. Le Diclofénac est le seul AINS qui apparemment inhibe aussi la lipo-oxygénase
diminuant ainsi la synthese des leucotriénes (médiateurs pro-inflammatoires). Il est aussi
soupconné qu’une action sur la phospholipase A2 est ajoutée a 1I’ensemble des mécanismes
provoquant ainsi des actions antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire (Swarnalata, 2008 ;
Du et al., 2016 ; Al-Kuraishy et al., 2019). Donc, I'objectif principal de la présente étude était
d'explorer un nouvel agent thérapeutique efficace pour inverser les lésions hépatiques, rénales et
gastriques induites par les médicaments AINS. En induisant une toxicité par le Diclofénac dans

des animaux en tant que modele déja établi.

Le Diclofénac, comme les autres AINS, exerce son effet par inhibition de la synthése des
prostaglandines a faibles doses mais il peut induire également des événements indépendants tels
qu'une augmentation de l'urée et de la concentrations de créatinine et 1’activité de certaines
enzymes (AST, ALT, ALP) (Simon et al., 2020). Le mécanisme de I'hépatotoxicité induite par le
DCF a été partiellement attribué a des lésions mitochondriales, a la génération d'un stress oxydatif,
a l'altération de I'intégrité des protéines covalentes par des métabolites réactifs et a des mécanismes
a médiation immunitaire. Des études ont indiqué que les métabolites du DCF sont capables de
provoquer l'apoptose des hépatocytes. En outre, des études antérieures ont suggéré que
I'népatotoxicité du diclofénac résulte de I'activation métabolique par CYP2EL et CYP2C9 et de la

formation d'especes réactives de I'oxygene, conduisant a des lésions de stress oxydatif
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mitochondrial et a une déplétion en glutathion. La toxicité hépatique induite par le diclofénac a été
prévenue par des antioxydants et des inhibiteurs du cytochrome P-450 (Shan et al., 2008 ;
Pourahmad et al., 2011).

Les animaux traités avec le Diclofénac (50mg/kg), le 4°™ et le 5°™ jour par voie intra-
péritoneale, ont développé une lésion hépatique qui s'est manifestée par une augmentation
significative du taux sérique d'enzymes hépatiques AST, ALT par rapport aux animaux normaux
non traités. Ces résultats ont corroboré d'autres études (Mostafa, et al., 2020 ; Simon et al.,
2020).Cette augmentation est attribuée a des dommages structuraux hépatiques. Comme les
transaminases hépatiques (AST et ALT) sont disponibles en grande quantité dans le foie que
dansd'autres organes, ce sont des biomarqueurs de choix et restent des mesures de référence dans
I'évaluation des lésions hépatiques. L'ALT est plus spécifique au foie et constitue un meilleur
paramétre pour détecter une atteinte hépatique. L'AST est localisée dans le ceeur, le cerveau, le
squelette tissu musculaire et hépatique. Un niveau élevé d'AST indique des dommages au foie,
mais cela peut aussi étre d( a un infarctus cardiaque ou a une lésion musculaire (Metushi et al.,
2012).

En revanche, les taux sériques de l'urée, I'acide urique et la créatinine ont été utilises comme
facteur pronostique rénal. Le taux de créatinine dans le sérum a été utilisé pour prédire le taux
defiltration glomérulaire. Le test de la fonction rénale a indiqué de maniére significative
I’augmentation du taux d'urée et de créatinine dans les groupes qui recevoir le Diclofénac par
rapport au groupe témoin, ce qui a indique I'augmentation de la conversion de I'ammoniac en urée,
augmentation de la production de radicaux libres et faible taux de filtration glomérulaire dus a
la dystrophie des reins. Ces résultats sont en accord avec celle obtenue par Simon et al., 2019 ;
Moradi et al., 2020. C’est connu que les AINS ciblent le tissu rénal. Et sont bien connus pour
étrenéphrotoxiques, leurs effets néphrotoxiques sont dus a I'induction du port de transition de
perméabilité mitochondriale (MMPT), un phénoméne de dégénérescence mitochondriale est
initiépar le flux d'ions de calcium dans les mitochondries dues aux péroxydants inducteur de

phosphateinorganique ou des especes réactives de I’oxygéne (Jung et al., 2020).

Il a été demontré que I'inhibition de la biosynthése des prostaglandines rénaux n'était pas
lacause principale de la néphrotoxicicté (NT) induite par le DCF, bien que I'induction du stress
oxydatif et de la peroxydation des lipides par le DCF puisse &tre un mécanisme proposé pour la
NT aigué. Il est intéressant de noter que la NT induite par le DCF se développe par une forte

libération de substances pro-inflammatoires. L'urée sanguine et la créatinine sérique sont
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considérées comme des biomarqueurs traditionnels de la NT et de I'insuffisance rénale (Gomez et
al., 2014 ; Al-Kuraishy et al., 2019).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme remeéde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites alors actives,
qu'elles renferment. Pour I'évaluation de I'activité biologique de ces plantes, il est impératif de
recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening chimique. Dans la
plupart des cas, I’activité biologique des métabolites secondaires est reconnue bien avant la
détermination de leurs structures chimique. Il est néanmoins important de noter que la nature active
de ces composés peut engendrer des effets bénéfiques, aussi bien que des effets néfastes, sur les

organismes vivants (Engonga, 2009 ; Hamel et al., 2018).

La Camomille est une plante annuelle ou vivace appartenant a la famille des Astéracées. Elle
améliore l'appétit et soulage les gonflements douloureux et la transpiration. La Camomille est
originaire des régions tempérées d'Asie et d'Europe et est cultivée dans le monde entier pour sa
grande valeur médicinale, cosmétique et alimentaire. La Camomille contient notamment des
flavonoides, des coumarines, des huiles volatiles, des terpenes, des stérols, des acides organiques
et des polysaccharides. Grace a son large éventail de composes, la Camomille présente diverses
activités pharmacologiques telles que I'anticancéreux, l'anti-infectieux, l'anti-inflammatoire,
I'antioxydant, I'nypoglycémique, I'nypotenseur,  I'hypolipidémique, I'antiallergique,

I'antidépresseur et le neuroprotecteur (Zhao, 2018 ; Fen, 2021).

Les activités antioxydantes et anti-inflammatoires sont liées l'une a l'autre. Les radicaux
libres sont produits dans les cellules/tissus au cours de la physiologie normale et jouent des réles
importants qui sont nécessaires au fonctionnement normal. Cependant, une production excessive
est également redoutable car elle peut provoquer un stress oxydatif et endommager les cellules, les
lipides et les protéines. Simultanément, le stress oxydatif induit I'expression de la cyclooxygénase
et de la lipooxygénase, ce qui déclenche la sécrétion de médiateursinflammatoires. Plusieurs

études ont prouvé l'activité antioxydante de la Camomille (Wang et al.,2020).

Le pré-traitement avec la dose (100mg/kg) de I'extrait hydro-méthanolic de la plante
Camomille a protégé efficacement le foie et les reins d'une maniere dose-dépendante contre les
lésions induites par le Diclofénac, comme indiqué par une restauration significative des taux
sériques d'ALT, AST, urée, acide urique et créatinine. Ces resultats sont cohérents avec ceux de
Baravalia et al., 2011; El-Hadary et Ramadan, 2018; Simon et al., 20109.
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Les travaux de Baravalia et ses collaborateurs montrent que le prétraitement par I'extrait
méthanolique de la plante Woodfordia fruticosa (WFM) a la dose 400mg/kg et 600mg/kg atténuait
de manicére significative 1'élévation des taux sériques d'ALT, AST et d'ALP. Dans 1’étude de El-
Hadary et Ramadan, I'extrait méthanolique de la plante Moringa oleifera a montré un effet

hépatoprotecteur sur le foie induit par le Diclofénac (100mg/kg).

En outre, le traitement des rats avec le Diclofénac (50mg/kg) augmente significativement le
taux d’MDA au niveau du foie, des reins et l'estomac par rapport aux rats non traités.
L’augmentation de la MDA refléte que la production extréme de radicaux libres et la peroxydation
lipidique sont impliquées dans de nombreuses maladies (Messarah et al., 2013). D’autre part,
durant I’exposition des rats a la Diclofénac, nos résultats révelent que ce médicament a provoqué
une diminution hautement significative du taux de GSH et I'activité de GPx au niveau des reins,
de I'estomac et du foie. Ces résultats sont cohérents avec ceux de M.l. Khan and M.R. Khan
(2013) ; Nour et al. (2019) ; Elshopakey et Elazab, (2021) ; Tandoh et al. (2021).

L'accumulation de MDA, est un indicateur de peroxydation lipidique qui a été observé dans
les reins et le foie des rats traitées par le Diclofénac alors que le taux de GSH a réduit
significativement, ces résultats ont démontré la survenue d’un stress oxydatif et de peroxydation
lipidique dans les reins, le foie et I'estomac, probablement a cause de ERO produit pendant le
métabolisme du Diclofénac, qui est métabolisé par le CYP3A4 en 5-0H-Diclofénac, qui est ensuite
conjugué par voie urinaire en acide mércapturique chez I'nhumain ce qui explique la diminution de
la réserve en GSH (Simon et al., 2019).

Le systéeme enzymatique GSH/GPx élimine les especes réactives de I'oxygéne (ERO) et les
espéeces réactives de lI'azote (RNS). L'épuisement du GSH peut entrainer une augmentation de la
génération d’ERO et de RNS, une augmentation de l'activité du complexe mitochondrial et de
I'oxydation du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), une diminution de la
viabilité cellulaire et une altération de la génération d'adénosine triphosphate (ATP). Le GPx
catalyse la réduction de nombreuses espéces oxydantes dont le peroxyde d'hydrogene (H20>) et le
peroxynitrite (ONOO") et utilise le GSH comme substrat. La déplétion en GPx potentialise le stress
oxydatif et conduit a un dysfonctionnement endothélial et a I'apoptose (Panday et al., 2020).

Le co-traitement par I’extrait hydro-méthanolique a diminué le taux d’MDA et préservée le
taux de GSH et GPx, ceci reflete la capacité de notre extrait a reduire les dommages rénaux,

hépatiques et gastriques provoqué par le Diclofénac. Ces résultats conforment les travaux de
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longifolia a la dose 500 mg/kg protége le foie contre la toxcicité induit par le Diclofénac. Notre
résultats conforment aussi les tavaux de Olivia et al. (2020), qui mentrent que [I'extrait
méthanolique de la plante Cnidoscolus aconitifolius a la dose 200 mg/kg protégeé I'estomac contre

la toxcicité induit par le Diclofénac.

La plante réduit de maniere significative les niveaux d'especes reactives de I'oxygéne, I'effet
le plus important étant observé a une dose de 1000 mg/mL. Le marqueur le plus connu du stress
oxydatif est la 8-iso-prostaglandine F2a (8-iso-PGF2a), qui provient de la peroxydation des ROS.
Une réduction significative de la 8-iso-PGF2a indique clairement que la Camomille exerce une
activité de piégeage des radicaux. En outre, une réduction de 50% des niveaux de prostaglandine
E2 (PGE2) a été observée, ce qui est lié a I'inhibition de I'activité COX (Parham et al., 2020). Un
autre auteur a étudié le mécanisme d'action des extraits de fleurs séchées de Camomille sur les
troubles inflammatoires. Les macrophages ont été stimulés par I'administration de LPS, et la
production de NO a été évaluée a la fois en absence et en présence de I'extrait aqueux de
Camomille. En I'absence d'extrait de Camomille, la production de NO a été multipliée par 30,
tandis qu'apres traitement a la Camomille a des doses allant de 5 a 40 pg/mL, les niveaux ont
diminué de 53 a 83%, l'effet inflammatoire était associé a la présence d'apigénine et de ses
glycosides. Cependant, une autre étude a publié I'effet d'un flavonoide, la lutéoline, présent dans

la Camomille pour ses effets anti-inflammatoires (Fan et al., 2018 ; Chedea et al., 2022).

Les mécanismes antioxydants possibles de I'extrait brut de la plante comprennent leur
activité de piégeage des radicaux de l'extrait pourrait étre liée a la nature des composés
phénoligues, contribuant ainsi a leur capacité de transfert d'électrons/donneur d'hydrogéne (Li et
Kong, 2009). Les composés phénoliques contribuent aux activités antioxydants globales des
plantes. Généralement, les mécanismes des composés phénoliques pour l'activité antioxydant
inactivent les radicaux libres lipidiques et empéchent la décomposition des hydroperoxydes en
radicaux libres (Kumar et al., 2006). Cela suggére que notre plante étudiée possede la possibilité
d’inhiber la génération des ERO soit par inhibition des enzymes responsables ou par piégeage de

Ces especes.
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Les résultats de notre étude histologique montrent que le traitement des rats males par le
Diclofénac (50mg/kg) provoque des changements morphologiques au niveau du foie, des reins et
de I'estomac. L'administration de Diclofénac a provoqué un infiltrat lymphocytaire central péri-
vésiculaire, nécrose péri portale et lobulaire marqué focale. Par ailleurs, la néphrotoxicité induite
par le Diclofénac a été confirmé par les altérations histologiques enregistrées, y compris atrophie
glomérulaire modérée ; nécrose tubulaire proximale ; infiltrat inflammatoire lymphocytaire
interstitiel. L'administration de Diclofénac a provoqué une inflammation, une érosion du mucus et
une ulcération. Le traitement au diclofénac sodique a provoqué de graves lésions de la muqueuse
gastrique, comme le montre l'altération profonde de I'épithélium glandulaire. La Iésion présentait
infiltration de leucocytes, une granulation abondante et une inflammation intense. Les résultats
obtenus sont conformes avec les recherches de Hamza, (2007) ; Nouri et al., (2019) ; Simon et
al., (2019) ; Tandoh et al., (2021).

La toxicite du DCF a savoir la toxicité hépatique, rénale et gastrique, son dépét et sa
bioactivation en composés intermédiaires réactifs provoquent la production de stress oxydatif,
inflammation, dégénérescence et nécrose des tissus. Le changement histopathologique devient
prédominant les rats traités au DCF présentent davantage de lésions tissulaires et d'inflammations
avec une dose de 50mg/kg. Etant donné que les hépatocytes recoivent un flux sanguin, qui présente
un niveau réduit de nutriments essentiels et d'oxygene qui provoque la dégénérescence hépatique

et I'inflammation périportale (Nouri et al., 2019).

D’autre part, le co-traitement avec l'extrait de la plante (100mg/kg) a diminué les
changements morphologiques provoqueés par le Diclofénac (50mg/kg) au niveau du foie et au
niveau des reins par rapport au groupe témoin. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Salman
et al. (2020) ; Sagastegui-Guarniz et al. (2020).

Le prétraitement avec la dose 100mg/kg d'extrait de la Camomille a montré une inhibition
remarquable des altérations histopathologiques induites par le traitement au Diclofénac par rapport
au groupe témoin, comme en témoigne l'apparition d'une muqueuse gastrique semblable a la
normale. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Olivia et al. (2020) ; Mostafa et al.
(2020).
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Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

L'objectif principal de la présente étude était d'explorer un nouvel agent thérapeutique
efficace pour inverser les lésions hépatiques, rénales et gastriques induites par les médicaments

AINS. En induisant une toxicité par le Diclofénac dans des animaux en tant que modele déja établi.

L’utilisation de Diclofénac (50mg/kg) augmente significativement le taux d’MDA au niveau
du foie, des reins et I'estomac, taux sérique d'enzymes hépatiques AST, ALT, les taux sériques de
I'urée, I'acide urique et la créatinine, et une diminution significative de taux de GSH et I'activité de
GPx par rapport aux rats non traités. En revanche ’association de I’extrait hydro-méthanolique
(100mg/kg) au Diclofénac a diminué les conséquences nocives sur les parametres du stress
oxydatif et les paramétres biochimiques, ce qui prouve que I'extrait de Camomille a un effet
protecteur contre la toxicité induite par le Diclofénac. Ces résultats son confirmés par I'étude histo-
pathologique. Ce pouvoir revient a ses composés phénoliques que plusieurs études ont prouvés

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

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de I'usage traditionnel
de la plante étudiée et confirme encore une fois la pertinence des remedes traditionnels dans le
traitement de nombreuses maladies. Toutefois, nos résultats ne constituent qu’une €¢bauche dans
le domaine de recherche et nécessite des études ultérieures qui devraient étre orientées vers
I’établissement des posologies efficaces, I’isolement et la caractérisation des molécules ainsi que
la recherche des mécanismes d’action des extraits de cette plantes dans le but de corréler les

activités pharmacologiques aux constituants chimiques qu’elles renferment.
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Résumé
Les anti-inflammatoires non stéroidiens 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. Leurs propriétés
antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires expliquent leur large utilisation symptomatique. Mais leur
bénéfice thérapeutique est souvent limité par la survenue d'effets indésirables.

Ce travail de recherche a porté sur I’investigation de 1’effet protecteur de I’extrait hydro-méthanolique
de la plante Camomille (100mg/kg, par gavage pendant 5 jours) contre la toxicité induite par le Diclofénac
(50mg/kg, le 4°™ et le 5™ jour par voie intra-péritonéale) chez des rats males de souche Wistar Albinos. Les
transaminases (AST, ALT), urée, creatinine, l'acide urique, la peroxydation lipidique (MDA), le glutathion
réduit (GSH) et la glutathion peroxydase (GPx) ont été estimées. Une étude histopathologique a éteé
déterminée.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré clairement des modifications significatives des
indicateurs biochimiques (AST, ALT, urée, la creatinine et l'acide urique) 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, rénale et gastrique. En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait hydro-
méthanolique de la Camomille (100 mg/kg) a permis de rétablir les parameétres biochimiques et améliorer le
statut antioxydant. Cela a été confirmé par I'étude histopathologique.

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude révelent que I’extrait hydro-méthanolique de la

Camomille peut étre considéré comme une source naturelle pour prévenir la toxicité induite par le Diclofénac.
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