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[ Introduction ]




Les traitements a base de plantes occupent de plus en plus une place trés importante au sein des
populations. Quant a la recherche, elle est basée couramment orientée vers la mise en évidence
des propriétés antioxydantes de ces plantes qui pourraient leur permettre d'inhiber la formation
des radicaux libres et de s'opposer a l'oxydation des macromolécules (Iserin, 2001). Les
radicaux libres, en cas de production excessive, sont impliqués dans un certain nombre de
processus pathologiques, tels que l'asthme, le cancer, les maladies cardio-vasculaires, la
cataracte, le diabéte, les maladies inflammatoires, les maladies du foie et les maladies
dégénératives (Dash et al., 2007). La réduction des radicaux libres par des antioxydants
permettrait de réduire le stress oxydatif associé¢ a ces pathologies. Les antioxydants sont des
agents qui peuvent inhiber ou retarder 1'oxydation d'un substrat oxydable dans une réaction en
chaine (Alan et Miller, 1996). De nombreuses plantes se sont révélées antioxydantes. Les
propriétés de ces plantes utilisées en médecine traditionnelle ont été attribuées principalement
a la présence de polyphénols (Shiney et Ganesh, 2012). Cette activité antioxydante pourrait
contribuer a conférer un effet hépatoprotecteur a ces plantes. Le foie est en effet le principal
organe impliqué dans le métabolisme et la détoxification pour I'excrétion de diverses substances
endogenes et exogenes (Santhosh et al., 2007; Akindele et al., 2010). Cette fonction expose
le foie a de nombreuses attaques y compris une attaque par les xénobiotiques médicamenteux.
L'hépatotoxicité des médicaments est une cause majeure d'hépatite. Dans certains cas, cette
hépatite progresse vers une cirrhose irréversible et peut €tre associée a un cancer du foie (Wang
et al., 2009). Parmi les médicaments hépatotoxiques, les antituberculeux présentent un risque

majeur car le foie constitue le principal site de leur biotransformation (Santhosh et al., 2007).

Les radicaux libres étant couramment impliqués dans les mécanismes d’agressions, réalisant
une nécrose hépatique (Georgieva et al., 2004 ; Santhosh et al., 2007 ; Pramod et al., 2008),
I’administration de substances antioxydantes pourraient contribuer a limiter les dommages

oxydatifs liés a ces hépatites médicamenteuses.

La médecine conventionnelle fournissant a I’heure actuelle trés peu de médicaments qui
pourraient protéger efficacement le foie contre les hépatites induites par les médicaments, de
nombreux travaux scientifiques ont ét¢ menés a la recherche de substances naturelles
hépatoprotectrices. A cet effet, plusieurs plantes médicinales ont fait 1’objet d’investigations.
Ce sont, par exemple Trichilia roka (Germano et al., 2004), Hemidesmus indicus (Prabakan
etal, 2004), Cassia fistula (Bhakta et al., 2004), les Iégumineuses (Wu et al., 2004), Acanthus
ilicifolius (Babu et al., 2004) et Alchornea cordifolia (Olaleye et al., 2006 ; Kouakou-Siransy
et al., 2010 ; Osadebe et al., 2012).



Alchornea cordifolia est une plante couramment utilisée en médecine traditionnelle africaine
pour ses nombreuses propriétés. Elle est utilisée entre autres dans le traitement des troubles
gastro-intestinaux, du paludisme, des infections des voies respiratoires et urinaires, et comme
anti-inflammatoire dans de nombreuses affections telles que les douleurs dentaires, 1'arthrite et

les rhumatismes (Adjanohoun, 1994 ; Adjanohoun et Aké Assi, 1979).

De nombreux travaux sceintifiques ont étudié les propriétés anxiolytiques (Kamenan et al. ,

2013) et antipyrétiques (Effo et al., 2013) des feuilles de A. cordifolia.

Les propriétés antioxydantes d’un extrait aqueux, d’un extrait méthanolique, d’un extrait
éthanolique et d’un extrait acétate éthyle de A. cordifolia ont été étudiées (Olaleye et al., 2006 ;
Olaleye et Rocha, 2007 ; Kouakou-Siransy et al., 2010; Osadebe et al., 2012). Cette activité
antioxydante de Alchornea cordifolia est liée a son pouvoir de piégeage des radicaux libres
(Lin et Huang, 2002; Repetto et Llesuy, 2002) pouvant contribuer a lui conférer un effet
hépatoprotecteur (Olaleye et al., 2006 ; Olaleye et al, 2007 ; Osadebe et al, 2012). Les
propriétés hépatoprotectrices des extraits méthanolique et éthanolique ont également été
recherchées dans un modele animal d’hépatotoxicité telle que I’hépatotoxicité unduite par le
paracétamol a forte dose ou par le tétrachlorure de carbone (Olaleye et al., 2006 ; Olaleye et
al., 2007; Jacob et al., 2014 ). Cependant il est connu que les antituberculeux sont également

a ’origine d’hépatotoxicité.

Problématique :

Les médicaments antituberculeux majeurs, en 1’occurence ’isoniazide (INH), la rifampicine
(RIF) et le pyrazinamide (PZA) sont responsables, de nombreux effets indésirables hépatiques
(Blumberg et al., 2003; Yee et al., 2003). Ces effets sont de nature cytolytique et se traduisent
par une augmentation des transaminases sériques (Nolan et al., 1999; Shakya et al., 2004). La
peroxydation des lipides endogenes pourrait étre un facteur majeur dans l'action cytotoxique de
I’INH ou de Dl’association INH+RIF. Les dommages oxydatifs des antituberculeux sont
généralement attribués a la formation d'espéces oxygénées tres réactives qui stimulent la
peroxydation des lipides et provoquent la destruction des membranes cellulaires hépatiques
(Georgieva et al.,, 2004; Santhosh et al, 2007). La problématique d’utilisation des
antituberculeux montre en effet des aspects d’hépatotoxicité. Aouam et al. (2007) ont rapporté
des troubles hépatiques chez 10 & 20% des utilisateurs en Tunisie, de I’INH a dose thérapeutique

quand Blumberg et al. (2003) rapportaient des perturbations des marqueurs hépatiques chez



0,5 a 2% des malades sous INH aux USA. Lorsque la RIF a été associée a I’INH, les
perturbations hépatiques ont touché un plus grand nombre de malades (Aouam et al, 2007).
Dans I’étude de Blumberg et al. (2003), la fréquence des hépatites a été majorée a 2,5 a 6%

chez les malades ayant associ¢ I’INH a la RIF.

En Coéte d’Ivoire, une étude réalisée au centre antituberculeux d’Adjamé a montré une
perturbation des transaminases chez 2,8% des patients sous traitement (Coulibaly, 2004). Les
travaux de Assagou (2015) ont révélé une cytolyse hépatique 1égere chez 6,4% des patients
sous traitement antituberculeux de deuxiéme ligne. Les médicaments impliqués sont

I’isoniazide, le pyrazinamide, les thionamides et les fluoroquinolones (Perriot et al., 2011).

Ce travail avait pour objectif général d’évaluer 1’activité hépatoprotectrice d’un extrait aqueux
et d’un extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia au cours de 1’hépatotoxicité induite par

les médicaments antituberculeux chez le rat.
Les objectifs spécifiques étaient de :

- Rechercher I’activité anti oxydante in vitro des extraits aqueux et méthanolique de
feuilles de A4. cordifolia;

- Identifier les groupes phytochimiques présents dans les extraits aqueux et méthanolique
de feuilles de 4. cordifolia ;

- Déterminer I’effet des extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia sur
la perturbation des marqueurs biochimiques de I’hépatotoxicité induite par les
antituberculeux chez le rat ;

- Etudier les modifications histologiques des antituberculeux sur le foie des rats et leurs

évolutions sous les extraits aqueux et méthanoliques de feuilles de A. cordifolia.
Le présent document qui présente 1’essentiel de nos activités, est articulé comme suit :

- Une premiere partie consacrée a une revue bibliographique sur A. cordifolia, la

pharmacologie des antituberculeux, le foie, le stress oxydatif et les antioxydants;

- Une deuxiéme partie présentant le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail, les
résultats obtenus et les commentaires qu’ils suscitent, une conclusion et des

perspectives.
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I.1. PRESENTATION DE ALCHORNEA CORDIFOLIA (Schumach. &Thonn.) Miill.
Arg. (Euphorbiaceae)

I.1.1. Botanique
I.1.1.1. Systématique de Alchornea cordifolia (Crete, 1965)
Reégne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Série : Thalamiflores
Sous série : Meristememes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Dialypétales
Ordre : Euphorbiales
Famille : Euphorbiaceae
Sous famille : Crotonoides
Genre : Alchornea
Espéce : cordifolia
I.1.1.2 Noms vernaculaires (Crete, 1965)

La plante étudiée est connue sous plusieurs noms : Kimbusila en République Démocratique du
Congo ; Christmas bush ou Ipa au Nigeria ; Ira au Sénegal ; Koy iran, Gargasaki, ou Bolonta
en Guinée. Les bambaras la connaissent sous le nom de Ko gira, Kounaninkala, Dunféke,

Konossasa, Moridaba et les Ashanti sous le nom de Yama.

En Cote d’Ivoire elle est appelée Vidjo par les Abbey, Djeca par les agni et baoulé, N’dzé par

les atti¢, Féllemé par les gouro et Bourounei par les bété.



1.1.1.3 Description botanique

C’est un petit arbre ou arbuste plus ou moins sarmenteux parfois grimpant de 4 a 5 m de haut,
aux branches dressées partant dés la base, au port évasé et retombant. L’écorce est lisse, grise

a tranche brun rougeatre ; le rameau est pubescent a glabre, gris a marron (Arbonnier, 2002).

Les feuilles sont alternes, longuement pétiolées (pétiole de 5 a 15 cm), largement ovales de 10
a 28 cm de long sur 6,5 a 16,5 cm de large, cordées a la base, acuminées au sommet, a bords
parfois entiers mais le plus souvent dentées, finement pubescentes dessous avec des poils
¢toilées devant plus ou moins glabre. Le limbe est triverné avec quatre glandes a la base sur la

face inférieure, (Arbonnier, 2002).

Plante dioique, les fleurs femelles de gris a verdatres sont trés petites et en grappes pendantes
sur les branches ou sur le tronc d’environ 25 cm. Les fleurs males sont en panicule axillaire de

8 2 36 cm de long et de couleur verte (Arbonnier, 2002).

Les fruits sont capsulaires a deux ou trois loges plus ou moins aplaties d’environ 1 cm de
diamétre et couverts de fins poils étoilés, plus ou moins rougeatres a maturité, tres
caractéristiques a cause des deux trés longs styles persistants a I’extrémité, laissant apparaitre

des graines rouges (Arbonnier, 2002) (figure 1).
1.1.1.4. Habitat et répartition géographique

Alchornea cordifolia est une espece de formation secondaire répandue dans toute I’ Afrique
intertropicale au Sud du Sahara. Elle a été décrite pour la premicre fois en 1865 par Miiller
Argoviensis Johannes. On la rencontre surtout dans les formations anthropiques et dans les
galeries foresticres, au bord des rivieres et des marécages (Arbonnier, 2002). En Cote d’Ivoire,

on la trouve abondamment depuis la forét jusqu’a la savane.



Figure 1 : Alchornea cordifolia (Miiller Argoviensis Johannes (1865), image prise sur internet)



Figure 2: Feuilles de Alchornea cordifolia (Miiller Argoviensis Johannes (1865),

photographiée par nous méme)



1.1.2. Utilisations en médecine traditionnelle

Alchornea cordifolia est largement utilisée en Afrique, seule ou en association avec d’autres
plantes. Toutes les parties de la plante peuvent étre utilisées, cependant, les feuilles sont les plus
utilisées ( Adewunmi et al., 2001; Marva et al, 2007).Toutes ces parties de la plante sont

utilisées soit a I’état frais, soit a I’état sec.

Les feuilles ou les tiges feuillées, sous forme d’une infusion ou machées frais, sont utilisées
pour leurs effets sédatifs, antispasmodiques et pour traiter les problémes respiratoires (Osadebe

et Okoye, 2003).

Sous forme de décocté, les feuilles sont utilisées en Cote d’ivoire, au Burkina et en Centrafrique
comme antidysentérique (Kerharo et Bouquet, 1950). Au Ghana on I’utilise pour soulager les
maux de ventre, aussi comme emménagogue et hémostatique et surtout pour traiter la
dermatite. Les tribus de la région du delta du Niger et celles de la République de Guinée utilisent
les feuilles pour traiter les maladies sexuellement transmissibles (Ajibesin et al., 2017). Le
décocté des feuilles est également utilis€ par les herboristes yoruba pour calmer les convulsions
(Adeneye et al., 2014). En Cote d'Ivoire, les guérisseurs traditionnels utilisent habituellement
les feuilles et 1'écorce de tige pour traiter le paludisme et I'hypertension artérielle ( Yapi et al.,
2000; Ranson al, 2011). Aussi, le décocté des racines ou des feuilles est appliqué dans le vagin

pour arréter les hémorragies du post-partum et pour traiter les vaginites (Okoye et al., 2011).

Le décocté des feuilles et de 1'écorce de tige est utilisé dans le traitement de la diarrhée, de la

dermatite et des maux de dents en Sierra Leone et au Cameroun (Betti al., 2013).

La poudre de feuilles appliquée localement produirait une rapide cicatrisation des plaies et
ulceres (Kerharo et Bouquet, 1950). L’écorce du tronc, selon le méme auteur, est utilisée en

association avec celle de Symphonia lobuliffera (Clusiaceae), comme apéritif.

Les feuilles, les racines, et les rameaux sont utilisées sous forme de décocté pour traiter les
caries apres un lavage buccal (Idu et al., 2009). Lorsqu’elles sont fumées seules ou en

combinaison avec le tabac, les feuilles guériraient la toux (Ishola et al., 2012).

Les feuilles et les tiges sont utilisées au Sénégal pour traiter certains cas de pneumonies et

tachycardies (Kapnang-Jepang, 1997).
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Les feuilles séchées sont utilisées pour atténuer la prostatite (Emmanuel, 2010). L’¢écorce de
racine est appliquée comme antidote du venin de serpent (Neuwinger, 2000). L'écorce de la
tige et les graines sont utilisées pour faciliter 1’accouchement tandis que les feuilles sont
utilisées comme abortif et aussi pour le traitement du diabéte. Les racines seraient utilisées pour

soigner la leépre (Abbiw, 1990).

Une infusion de feuilles de Alchornea cordifolia, en association avec d’autres plantes est
utilisée en lavement et bain de vapeur contre les fortes fievres, tandis que les feuilles jeunes
enroulées sont utilisables en suppositoire. La décoction des feuilles est aussi appréciée en bain

de bouche, trois fois par jour (Aké-Assi et al., 1985).

Alchornea cordifolia est également utilisé traditionnellement dans le traitement des douleurs
inflammatoires (Adewunmi et al., 2001), pour le traitement des pathologies génito-urinaires,

ainsi que pour l'amélioration de la fécondité (Ajibade et Olayemi, 2015).

Dans la médecine vétérinaire, une infusion de feuilles ou de racines est donnée au bétail pour

traiter la trypanosomiase ( Kerharo et Adam, 1974).
I.1.3. Constituants chimiques

Des équipes de recherche ont analysé les constituants chimiques de Alchornea cordifolia et ont

pu identifier:

- Des acides gras : 'huile essentielle obtenue a partir des feuilles de A. cordifolia est
dominée par des matieres volatiles, (4,78%), y compris le 1-heptatriacontanol;
I’octeéne-3-ol et le farnesanol ainsi que des hydrocarbures saturés a longue chaine
incluant le nonacosane et le 3-Octadécycloxy propyle (Ogungbamila et
Samuelsson, 1989) ;

- Des acides phénoliques : un trés grand nombre d’acides phénoliques a été isolé
dont les majeurs sont l'acide éllagique et l'acide gallique (Ogungbamila et
Samuelsson, 1989) ;

- Des flavonoides : la quercétine, I'hyperine et la guaijaverine ont été isolées dans les
feuilles (Ajali, 2000). De nouveaux flavonoides, a savoir 1-O-galloyl-6-O-luteoyl—
béta-D-glucopyranoside, la  myricentine-3-O-béta-D-glucopyranoside, la

myricentine-3-O-béta-D-galactopyranoside, la  myricentine-3-O-alpha-  L-
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rhamnopyranoside, la quercétine-3-O-béta - D-glucopyranoside ont été isolés a
partir de 1'extrait méthanolique des feuilles;

- des stéroides : la présence de béta-sitostérol et daucostérol a été signalée dans
I’écorce de racine de A. cordifolia (Mavar-Manga et al., 2008). Deux stéroides a
savoir le stigmastérol et Stigmasta-4,22-dien-3-one ont récemment €té mis en
¢vidence dans la tige (Osadebe et Okoye, 2003);

- des terpénoides : la présence de mono-, sesqui- et triterpénoides dans des feuilles
de A. cordifolia a été rapportée (Okoye et al., 2011). En 2016, une étude a montré
que l'huile essentielle de 4. cordifolia était dominée par de multiples terpénoides, y
compris le terpinoleéne, la calacoréne, 1’isogéraniol, le bicycliermacrene, le Nerol
(Essien et al., 2015)

- des alcaloides : une imidazopyrimidine, a savoir l'alchornéine et un alcaloide
guanidine nomm¢ la yohimbine ont été isolés (Lamikanra et al., 1990). Dans une
autre étude, deux autres alcaloides guanidines le N1, N2-diisopenténylguanidine et
le N1, N2, N3-triisopenténylguanidine, et un indole alcaloide appelé indométacine
ont également été isolés a partir des feuilles et de 1’écorce de la tige (Mavar-Manga
etal., 2008).

- Des tanins : Bennet (1950) a mentionné la présence de tanins a un taux de 10 %

dans les feuilles et 11 % dans les écorces de tiges.
I.1.4. Activités pharmacologiques
1.1.4.1. Activités antiparasitaires

L’activité antiplasmodiale des extraits de A. cordifolia a été examinée sur trois souches de
Plasmodium falciparum FcB1-Colombia et FcM29-Cameroun (chloroquino-résistantes) et une

souche nigériane (chloroquino-sensible).

Des extraits éthanoliques et de pentane ont été¢ examinés. Les concentrations inhibant 50% de
la croissance des parasites (CI50) sont comprises entre 0,35 et 43,40pug/ml (Mustofa et al.,

2000).

La spécificité de 1’extrait éthanolique de A. cordifolia sur le cycle érythrocytaire du parasite a
été déterminée. L’extrait éthanolique a démontré une grande activité sur la phase de transition

de trophozoite au stade de schizonte (Mustofa et al., 2000).
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1.1.4.2- Activités antibactériennes

Des études menées sur ’activité antimicrobienne de la plante ont montré que les feuilles de A.
cordifolia présentent un pouvoir antimicrobien moyen vis-a-vis de Escherichia coli, Citrobacta
diversus et une faible activité¢ vis-a-vis de Salmonella enteritidis, Shigella flexneri et

Staphylococcus aureus.

D’autres études ont démontré que 1’écorce de tige posséde une activité antimicrobienne sur
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae (Ebi,

2001).

Des études réalisées sur les bactéries aérobies facultatives et anaérobies ont démontré que
I’extrait hydro-alcoolique de A. cordifolia posséde un spectre d’activité trés large et les résultats
ont suggéré qu’on puisse utiliser cet extrait dans le traitement de diverses infections

microbiennes (Okeke et al., 1999).

L’extrait méthanolique s’est également montré actif sur Enterobacter aerogenes,et,

Providencia stuartii (Mambe et al., 2016).

Il a été démontré au Nigeria que les extraits de A. cordifolia ont montré une activité inhibitrice
significative contre les bactéries pathogenes, dans certains cas, ’activité antibactérienne était

comparable a celle de I’ampicilline et de la gentamicine.
1.1.4.3. Activité antifongique

La feuille de 4. cordifolia a montré une activité antifongique (Kad’Abo et Ashidi, 1999). Les
extraits aqueux et éthanoliques de A. cordifolia posséderaient une activité antifongique sur
Fusarium verticillioides et Macrophomina phaseolina, en plus l'extrait aqueux s’était montré
plus actif que par I’extrait éthanolique attestant l'utilisation traditionnelle du décocté dans le
traitement de certaines infections fongiques (Enikuomehin et Oyedeji, 2010). Deux
champignons Candida albicans et Aspergillus niger se sont montrés sensibles au pouvoir

antifongique de I’huile essentielle des fruits de A. cordifolia (Essien al., 2015).
1.1.4.4. Activité anti-inflammatoire

Le potentiel anti-arthritique de Alchornea cordifolia a été confirmé a travers le test de I’cedéme

de la patte du rat (Adeyemi et al., 2008).
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1.1.4.5. Activité hépatoprotectrice

Une ¢étude de I’effet hépatoprotecteur de A. cordifolia a montré que ’extrait éthanolique des
feuilles de A. cordifolia était protecteur du foie vis-a-vis de 1’hépatotoxicité induite par

I’administration du paracétamol a forte dose chez les rats (Jacob et al., 2014).

L’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia s’est également montré hépatoprotecteur
contre les dommages provoqués par le tétrachlorure de carbone chez les souris (Osadebe et al.,

2012).
1.1.4.6. Activité antioxydante

Kouakou-Siransy ez al. (2010) ont montré que 1’extrait aqueux et I’extrait acétate éthyl des
feuilles de 4. cordifolia inhibent I'anion superoxyde. Cette activité antioxydante de 4. cordifolia

s’étend a d’autres radicaux libres tels que le radical DPPH (Osadebe et al.,2012).
1.1.4.7. Activité cicatrisante

Une activité cicatrisante a été observée avec les extraits aqueux et méthanolique des feuilles

de A. cordifolia chez les rats (Agyare et al., 2014).
1.1.4.8. Activité antidiarrhéique

A. cordifolia possederait une activité antidiarrhéique contre la diarrhée induite par de 1'huile de

ricin chez la souris (Agbor et al., 2004).
1.1.4.9. Activité anti dépressive

L'activité antidépressive des feuilles a été prouvée a partir du test de natation forcée. Ce qui
justifie D’utilisation de cette plante dans le traitement des troubles neurologiques et

psychiatriques (Adeneye et al., 2014).
1.1.4.10. Activité anti drépanocytaire

L’extrait méthanolique des feuilles de A. cordifolia a normalisé les érythrocytes sanguins de la

drépanocytose dans I’étude de Mpiana et al. (2007).
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I.1.4.11. Activité anti VIH

L'extrait aqueux des graines de A. Cordifolia a inhibé l'inversion de la VIH-1 transcriptase, ce

qui justifie son activité anti VIH in vitro (Ayisi et Nyadedzor, 2003).

1.1.4.12. Activité anxiolyltique

Kamenan et al. (2013) ont prouvé le potentiel anxiolytique des feuilles de A. Cordifolia.
1.1.4.13. Activité antidiabétique

A. cordifolia est utilisée traditionnellement pour le traitement du diabéte sucré. En
expérimentation une fraction n-butanol des feuilles a montré un effet antidiabétique dans le

diabéte induit par la streptozotocine chez les rats (Mohammed et al., 2013).
1.1.4.14. Activité antipyrétique

L’activité antipyrétique d’un extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a été démontré

par nos précédents travaux (Effo et al., 2013).
I.2. PHARMACOLOGIE DES MEDICAMENTS ANTITUBERCULEUX MAJEURS

Les antituberculeux sont des médicaments antibactériens utilisés pour le traitement de la
tuberculose. La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse, causée par des bacilles
du genre Mycobacterium due au complexe tuberculosis. Le complexe tuberculosis regroupe
Mycobacterium tuberculosis hominis encore appelé bacille de Koch (BK), Mycobacterium
africanum, Mycobacterium bovis et Mycobacterium canetti. Le complexe Mycobacterium
avium intracellulare est responsable de la survenue de la mycobactériose atypique pulmonaire

chez les personnes infectées par le VIH.

Il existe plusieurs formes de tuberculose dont la tuberculose pulmonaire (80% des cas) et la
tuberculose extra-pulmonaire qui peut atteindre les ganglions lymphatiques, la plevre, les os,

les articulations, le tractus uro-génital, le systéme nerveux, l'intestin, le médiastin et le péritoine.

La tuberculose est curable par un traitement antibiotique bien conduit. La stratégie
thérapeutique est bien standardisée et fait appel a quatre antibiotiques majeurs (I’isoniazide, la
rifampicine, le pyrazinamide et 1’ethambutol). Elle peut relever d’autres médicaments plus

anciens ou de nouvelle génération qui sont utilisés associ€s a des antituberculeux majeurs en
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cas de tuberculose résistante, multirésistante ou en cas d’intolérance aux médicaments usuels

(Perriot et al., 2011).
I.2.1. Classification des médicaments antituberculeux majeurs
Quatre antituberculeux sont utilisés en premiere ligne (WHO, 1997):

- L’isoniazide et la rifampicine, dits antituberculeux majeurs car ils sont
bactéricides. Leur bonne diffusion leur permet d’atteindre les bacilles intra et
extracellulaires. La résistance naturelle du bacille tuberculeux a ces
médicaments est relativement rare (1/10% pour la rifampicine et 1/10° pour
I’isoniazide). L’administration simultanée de ces 2 antibiotiques permet une
réduction rapide du nombre de BK extracellulaires et donc une négativation
rapide des expectorations ;

- Le pyrazinamide, efficace sur les bacilles intracellulaires, permet d’abréger la
durée du traitement ;

- L’éthambutol est bactériostatique.
1.2.2. Pharmacocinétique

Les antituberculeux majeurs, administrés par voie orale, présentent une absorption rapide et
importante (biodisponibilité¢ > 80%), une large diffusion tissulaire. Ils sont soit métabolisés
fortement par le foie avec formation de métabolites actifs, voire réactifs (isoniazide,
rifampicine), soit pas du tout ou faiblement métabolisés (pyrazinamide, ethambutol). Leur

excrétion est essentiellement rénale ou biliaire.

Les parameétres pharmacocinétiques des antituberculeux majeurs sont résumés dans le tableau

I ci-dessous :
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Tableau I : Résumé de la pharmacocinetique des antituberculeux majeurs (Duroux, 1979).

Per os
Biodisponibilité
proche de 100%

Isoniazide

Per os
Tres bonne
biodisponibilité

Rifampicine

Per os
Biodisponibilité
proche de 100%

Pyrazinamide

Per os
Biodisponibilité de
80%

Ethambutol

Diffusion facile dans les tissus et
les liquides biologiques
Passage placentaire et passage dans
le lait maternel

Important volume de distribution
Concentrations tissulaire >>
concentrations plasmatiques

Passage placentaire, faible passage
dans le lait
Passage dans le LCR en cas
d’inflammation
Fixation protéique : 80-85%
Diffusion facile dans les tissus et

les liquides biologiques
Fixation protéique : 5%

Diffusion facile dans les tissus et
les liquides biologiques
Fixation protéique : 40%

Hépatique
Polymorphisme génétique
-acétyleurs lents
-acétyleurs rapides
Métabolite hépatotoxique :
hydrazine
Hépatique
Inducteur enzymatique
Puissant
Meétabolite actif :
désacétyl-rifampicine

Hépatique

Hépatique

Rénale
-10 a 30% sous forme
inchangée
-70% sous forme de
métabolites
Ti2:75-170h
Principalement biliaire
(80%)
Tip:3-6h

Rénale
Elimination essentiellement
sous forme de métabolite
Elimination compétitive
avec I’acide urique
Tin:6-8h
Rénale, élimination a 80%
sous forme inchangée
Tin:4-10h



1.2.3. Indications et schéma thérapeutique

Le traitement de nouveaux cas de tuberculose utilise les molécules suivantes : la rifampicine
[R], I’isoniazide [H], le pyrazinamide [Z] et I’ethambutol [E]. En 2002, la Cote d’Ivoire a
adopté le protocole 2RHZE/4RH au détriment du protocole 2RHZ/4RH. Le protocole de
retraitement a ¢été conservé avec la streptomycine (S) comme nouvelle molécule

antituberculeuse conduit selon la séquence 2RHZES/1RHZE/5SRHE (Kouao-Bilé, 1991).
Le schéma de traitement des nouveaux cas comporte :

- Une phase initiale ou intensive de 2 mois de quadrithérapie (2RHZE). Elle sert
a détruire rapidement les bacilles de M. tuberculosis, a prévenir 1’apparition de
bacilles résistants et a faire disparaitre la contagiosité ;

- Une phase d’entretien de 4 mois associant les 2 antituberculeux (4RH).

La posologie de ces antituberculeux en fonction du poids, figure dans le Tableau II.
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Tableau II : Régime de premiere ligne avec les formes combinées d’antituberculeux chez

I’adulte pour un nouveau cas (Kouao-Bilé, 1991).

Nombre de comprimés par prise
Durée du traitement Médicaments quotidienne selon la tranche de poids (kg)
(mois) (forme galénique, dosage)  30-39  40-54 55-70 >70

2 mois pour la phase = {RHZE} forme combinée :

initiale intensive (R150mg + H75mg + 2 3 4 5
(2RHZE) 7Z400mg + E 275mg)
comprimé
4 mois pour la phase {RH} forme combinée 2 3 4 5
de consolidation (R150mg + H 75mg)
(4RH) comprimé
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1.2.4. Effets indésirables et interactions médicamenteuses des antituberculeux majeurs

Les médicaments antituberculeux peuvent étre responsables de nombreux effets indésirables

(Blumberg et al., 2003 ; Yee et al., 2003).
1.2.4.1. Pisoniazide

L’isoniazide a des effets toxiques, principalement hépatiques et neurologiques. Leur fréquence
de survenue est évaluée a 5% (Yee et al, 2003). L’hépatotoxicité due a 1’isoniazide est
potentiellement mortelle. Elle est majorée avec 1’association a la rifampicine (Blumberg et al.,

2003)
1.2.4.1.1. les effets indésirables hépatiques

I1s sont généralement imprévisibles, de nature cytolytique avec augmentation des transaminases
sériques (Gonzales et Dautzenberg, 1996; Mallat, 1999; Nolan et al., 1999; Shakya et al.,
2004). IIs s’observent chez 10 a 20% des malades sous isoniazide seul. Cette fréquence est
majorée en cas d’association avec la rifampicine (Blumberg et al., 2003 ; Aouam et al., 2007).
Une hépatite clinique survient chez 0,5 a 2% des patients sous INH et chez 2,5 a 6% d’entre

eux en cas d’association a la RIF (Blumberg et al., 2003).

Le phénotype acétyleur lent est associ€ a un risque élevé de toxicité hépatiquue a la prise d’INH.
Le dosage perthérapeutique de la concentration plasmatique de I’isoniazide permet la meilleure

adaptation posologique.
1.2.4.1.2. les effets indésirables neurologiques

Des neuropathies périphériques dose-dépendantes touchent 0,2% des patients (Blumberg et
al., 2003). Elles se localisent essentiellement aux membres inférieurs dans un tableau de
polynévrite. Elles sont partiellement liées a un déficit en vitamine B6, 'INH facilitant
I’excrétion urinaire du pyridoxal. Un apport de pyridoxine permet de réduire leur risque de
survenue (Binita et al., 1995 ; Seichen et al., 2006 ; Aouam et al., 2007 ). Les neuropathies
sous isoniazide sont fréquentes chez les sujets acétyleurs lents, les alcooliques, les dénutris, les
diabétiques, les insuffisants rénaux, comme chez les femmes enceintes ou allaitantes, et chez
les patients sous antirétroviraux. Des névrites optiques rétrobulbaires (Boulanouar et al.,

1995 ; Yee et al., 2003) peuvent survenir dans les deux premiers mois du traitement. Elles
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associent une dyschromatopsie (rouge/vert), une atteinte du champ visuel (scotome central),

des perturbations €lectro physiologiques puis une baisse de I’acuité visuelle.
1.2.4.1.3. Autres effets indésirables

Manifestations cutanées

De multiples manifestations cutanées ont été signalées a type d’érythéme relevant d’une
hypersensibilit¢ immédiate (Crook, 2003), d’acné, de photosensibilisation (Yee et al., 2003).
La pellagre par carence en vitamine PP li¢e a la prise d’INH chez les sujets acétyleurs lents

associe un érytheme pigmenté, un état dysthymique et une diarrhée (Tatsuyuki et al., 1999)

Manifestations hématologiques

Une leucopénie est possible lors du traitement antituberculeux, parfois associée a une
neutropénie (Yee et al., 2003); lorsque cette derniére est sévére, elle nécessite 1’ interruption du
traitement, voire de mesures thérapeutiques spécifiques (Nagayama et al., 2004) ; les anémies

hémolytiques sont des complications exceptionnelles (Cormican et al., 2004)

Manifestations digestives

Des gastralgies, nausées, vomissements, sécheresse buccale et troubles du transit sont possibles.
Ce médicament pourrait étre a I’origine de pancréatites aigu€s qui surviennent dans les trois
premiers mois du traitement (Chow et al., 2004) et doivent conduire a 1’arrét définitif du
médicament compte tenu du risque de récidive lors de ré-administration. Une fievre isolée
(Gabrail, 1987), une gynécomastie (Morrone et al., 2008, Carg et al., 2009), un syndrome de
Cushing (Yee et al., 2003) peuvent étre induits par la prise d’INH.

1.2.4.1.4. Interactions médicamenteuses

De multiples interactions médicamenteuses sont décrites. L’INH est un inhibiteur des
cytochromes P450. Le catabolisme hépatique de nombreux médicaments (antivitamine K,
kétoconazole, carbamazépine, stavudine, phénytoine, etc.) pourra étre diminué et leur
concentration plasmique augmentée par la prise concomitante d’INH, ce qui peut accroitre leur
toxicité. L hépatotoxicité due a I’INH est majorée par 1’association a la RIF qui est un puissant
inducteur enzymatique favorisant I’accumulation de métabolites hépatotoxiques. En revanche,

I’INH ne modifie pas le métabolisme de la RIF (Altam et al., 1993 ; Aouam et al., 2007).
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1.2.4.2. 1a rifampicine

La RIF est un antituberculeux majeur généralement bien toléré. Les effets indésirables
surviennent chez environ 6% des sujets traités (Blumberg et al, 2003) qu’il s’agisse de
manifestations toxiques ou de réactions immunoallergiques. Les événements indésirables
graves relévent pour 1’essentiel des traitements discontinus et associent une insuffisance rénale

aigué, un état de choc et une anémie hémolytique (Aouam et al., 2007).
1.2.4.2.1. Effets indésirables hépatiques

L’hépatotoxicité intrinséque du médicament est faible. Une augmentation précoce et modérée
des transaminases est notée dans 10 a 15% des cas (Godel et Marchou, 2007), ainsi qu’une
cholestase hépatique légere. Quatre facteurs favorisent ces manifestations : un age avancé,
I’¢thylisme chronique, une hépatopathie évolutive, D’association de médicaments

hépatotoxiques dont I’INH (Mallat, 1999 ; Shakya et al., 2004 ; Godel et Marchou, 2007).
1.2.4.2.2. Effets digestifs

La RIF est a I’origine de nausée, vomissements, douleurs abdominales voire de rare intolérance
digestive (Blumberg et al., 2003 ; Yee et al., 2003 ; Godel et Marchou, 2007). Des cas de
colites pseudomembraneuses (Kim et Park, 2004 ; Chen et al., 2009) et a ¢osinophiles (Lange
et al., 1994) induites par la prise de RIF ont été décrits.

1.2.4.2.3. Réactions d’hypersensibilité immédiate

I1 s’agit de réactions cutanées urticariennes, d’cedéme, ailleurs de bronchospasme, hypotension,
voire de choc anaphylactique (Martinez et al, 1999 ; Fenniche et al, 2003). Un bilan
allergologique spécialisé s’impose mais il est difficile car les tests cutanés ne sont pas validés
et le dosage des Ig E spécifiques n’est actuellement pas commercialisé. L’accoutumance a cette
molécule est possible en milieu hospitalier spécialis¢ et donne de bons résultats (Martinez et

al., 1999).
1.2.4.2.4. Interactions médicamenteuses

La RIF est un puissant inducteur enzymatique (Godel et Marchou, 2007). Elle interagit avec
les cytochromes P450 et provoque le raccourcissement de la demi-vie de nombreux

médicaments, ce qui induit une baisse de leur efficacité (cestroprogestatifs et progestatifs,
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antivitamines K, cyclosporine, tacrolimus, digitoxine, quinidine, thyroxine (T4) et
trilodothyronine (T3), tolbutamide, théophylline, sulfamides hypoglycémiants, corticoides,
bétabloquants, méthadone), tandis que le probénécide et les benzodiazépines modifient la

concentration plasmatique de la RIF (Gonzales et Dautzenberg, 1996 ; Aouan et al., 2007).

La RIF diminue les concentrations plasmatiques des inhibiteurs de protéase (IP) et des
inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INN). Elle est donc contre-indiquée
avec les IP et les INN. Cependant, I’utilisation de la RIF avec 1’efavirenz est possible, sous
réserve d’une augmentation de la posologie de celui-ci a 800 mg au lieu de 600 mg et du
contrdle régulier des concentrations plasmatiques. L’utilisation de certains IP (saquinavir,

ritonavir) est possible avec la RIF (Dautzenberg et al., 2004 ; Panomvana et al., 2004).

L’association rifampicine-antifongiques azolés (kétoconazole) diminue la biodisponibilité des
deux médicaments et réduit leur efficacité¢ (Panomvana et al., 2004). La RIF est rouge orangée,
elle colore les urines ; son excrétion par les glandes lacrymales peut colorer les lentilles de

contact (Jouveshomme et Dautzenberg, 1997).

1.2.4.3. Le pyrazinamide

Cet antituberculeux d’action intracellulaire s’avére beaucoup mieux toléré a une posologie

inférieure a 30 mg/kg par jour.
1.2.4.3.1. Effets indésirables hépatiques

L’hépatite cytolytique est I’effet secondaire le plus sérieux. Elle est dose dépendante mais la
seule responsabilité du PZA est difficile a affirmer compte tenu de ’habituelle association du
médicament a ’INH et a la RIF. La fréquence de 1’hépatite est évaluée de 0,5 a 10% pour une
durée de traitement de deux mois et selon les associations médicamenteuses (Aouam et al.,
2007). Des cas d’hépatites fulminantes mortelles ont été rapportés en cas de traitement
d’infections tuberculeuses latentes par association RIF+PZA (Castro et al., 2003). Un cas
d’hépatite granulomateuse faisant suite a I’administration du PZA a été décrit (Knobel et al.,

1997).
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1.2.4.3.2. Autres effets indésirables

Manifestations articulaires

Des arthralgies sont signalées dans 1 a 7% des cas a des doses inférieures a 2 g par jour
(Gonzales et Dautzenberg, 1996). Elles paraissent étre en rapport avec I’hyperuricémie
induite par la résorption dans le tube contourné distal du rein de 1’acide urique et a son
absence de resécrétion conduisant a une augmentation de sa concentration sérique (Aouam et
al., 2007). Les crises de goutte restent exceptionnelles ; deux études incluant 51 et 226
patients traités par antituberculeux dont PZA ont retrouvé une hyperuricémie dans
respectivement 86% et 63,6% des cas et des formes symptomatiques seulement dans 3,4% et

4,3% des cas (Inoue et al., 1999 ; Solangi et al., 2004).
Effets cutanés

Des rashs urticariens diffus et parfois un choc anaphylactique peuvent apparaitre dans [’heure
qui suit la prise de PZA ce qui évoque un mécanisme d’hypersensibilit¢ immédiate et conduit
aux mémes investigations allergologiques que celles déja décrites pour la RIF (Lafourcade et
al., 2009). Des réactions de phototoxicité, érythéme polymorphe, acné, voire pellagre, sont

connues et régressent a 1’arrét du traitement (Ribi et Hauser, 2002).

Effets digestifs

Ils apparaissent dans moins de 10% des cas a type de nausées, vomissements, diarrhées,

douleurs abdominales (Ribi et Hauser, 2002 ; Blumberg et al., 2003).

1.2.4.4. L’éthambutol

Cet antituberculeux bactériostatique est globalement bien toléré, sans hépatotoxicité. Il induit

un risque sur le nerf optique qui justifie un suivi attentif.

Des neuropathies sensitivo-motrices et des troubles neuropsychiques avec vertiges et
céphalées sont possibles comme une ¢élévation transitoire de la bilirubinémie et des cas de
néphropathies tubulo- interstitielles de mécanisme toxique (Aouam et al., 2007). Des
réactions allergiques cutanées prurigineuses ou purpuriques sont rares (Ribi et Hauser,
2002). L’association de rashs cutanés a une hyperéosinophilie et a des infiltrats pulmonaires a

été décrite. L hyperuricémie induite par I’ethambutol est exceptionnelle (Wong et al., 1995).
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I.3. LE FOIE
I.3.1. Anatomie

Le foie est un organe vital volumineux, lisse et souple de couleur rouge brun localis¢ dans la
cavité abdominale au niveau de 1I’hypochondre droit (Mellal, 2010). Il s’agit d’une glande
essentiellement exocrine enveloppée par une capsule fibreuse mince résistante et conjonctive
appelée la capsule de Glisson, qui s’invagine en sillons délimitant deux lobes hépatiques; un
grand lobe hépatique droit et un plus petit lobe hépatique gauche (Bedossa, 1992; Benhamou,
1998) (figure 3).

L’apport sanguin du foie est réalis¢ au niveau de la veine porte et I’artére hépatique, qui

représentent les vaisseaux sanguins afférents (figure 4):

- La veine porte hépatique transporte le sang du tube digestif et de la rate vers le foie. Le
sang du tube digestif est riche en acides aminés, lipides et glucides, celui de la rate est
riche en produits de dégradation de I’hémoglobine. Arrivée au foie, la veine porte se
divise et donne les branches de la veine porte.

- L’artere hépatique approvisionne le foie en sang oxygéné. Elle donne des branches dans

le foie.
1.3.2. Histologie (figure 5)

Histologiquement, le parenchyme hépatique est constitu¢é de lobules, schématiquement
hexagonaux, avec un espace porte a chaque sommet. Les lobules sont centrés par une veine
centrolobulaire. Les hépatocytes sont disposés en travées et séparés par les sinusoides. La
premicre rangée d’hépatocytes bordant un espace porte constitue la lame bordante
hépatocytaire. Les sinusoides sont bordées de cellules endothéliales et de cellules de Kiipffer
(histiocytes tissulaires). Les sinusoides drainent le sang provenant de 1’espace porte vers les

veines centrolobulaires (qui se drainent vers les veines sus-hépatiques).
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Voine cave inférieur

Figure 3: Anatomie du foie (Bedossa, 1992; Benhamou, 1998)
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Figure 4 : Vascularisation du foie (Bedossa, 1992; Benhamou, 1998)
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Le tissu hépatique est organisé en lobules hépatiques regroupant des rangées d’hépatocytes. Ces

lobules ayant une forme hexagonale, sont centrés par une veine dite centro-lobulaire et délimités

par six espaces triangulaires riches en tissu conjonctif appelés les espaces portes ou espaces de

Kiernan. Chaque lobule présente un compartiment sanguin, un compartiment biliaire et un

compartiment hépatocytaire (Gilbert, 2003) (figure 5).

Le foie est doté des cellules parenchymateuses, les hépatocytes, et de quatre types cellulaires

non parenchymateux (figure 6) lui conférant une hétérogénéité cellulaire (Benhamou et

Erlanger, 2008).

» Les cellules non parenchymateuses :

Les cellules endothéliales sinusoidales : ce sont des cellules endothéliales et
représentent environ 20 % de la totalité des cellules. Ces cellules bordent la sinusoide
et permettant les échanges de petites molécules entre le sang et les hépatocytes
(Benhamou et Erlanger, 2008).

Les cellules périsinusoidales stellaires ou cellules d’Ito : elles représentent environ 5
% des cellules riches en graisses. Elles contienneent des réserves de dérivés rétinoides
tels que la vitamine A (Senoo, 2004). Ces cellules sont dans des espaces compris entre
les cellules sinusoidales et les cellules hépatiques appelés espace de Disse (Bedossa,
1992).

Les cellules de Kiipffer : elles représentent environ 10 % des cellules. Ce sont des
macrophages tissulaires. Elles ont des attaches avec les cellules endothéliales et restent
dans la sinusoide. FElles constituent une partie importante du systéme réticulo-
endothélial. Parmi leurs principales fonctions, se trouvent la phagocytose de particules
étrangeres, 1’¢limination d’endotoxines et d’autres substances nocives, la modulation de
la réponse immunitaire par la libération de médiateurs et d’agents cytotoxiques et la
présentation de I’antigene (Crispe, 2003).

Les cellules épithéliales biliaires : ce sont les cellules polarisées qui constituent le

canal biliaire. Elles concourent a la sécrétion de la bile. (Benhamou et Erlanger, 2008).

» Les cellules parenchymateuses ou hépatocytes: clles représentent environ 65 % des

cellules du foie. Ce sont des cellules particuliéres qui comportent parfois plusieurs noyaux.

Ce sont les cellules principales assurant de nombreuses fonctions métaboliques du foie.

Elles sont en lien étroit avec les sinusoides permettant des échanges avec le sang par

I’espace de Disse et forment a une de leurs pdles avec un hépatocyte adjacent le canalicule

biliaire (Stevens et Lowe, 2006).
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Figure 5 : Lobule hépatique (Gilbert, 2003)
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Figure 6: Les cellules hépatiques (Benhamou et Erlanger, 2008).
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1.3.3. L hépatotoxicité

1.3.3.1. Définition

L’hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’a une substance et quels que soient les
mécanismes mis en jeu, de provoquer des dommages au foie (Biour et al., 1998).

La toxicité au foie se manifeste sous forme d’inflammation ou encore de nécrose, dans les cas
plus sévéres. La stéatose hépatique survient lorsqu’il y a accumulation de lipides (triglycérides)

dans le foie.

1.3.3.2. Mécanisme d’action hépatotoxique

Les 1ésions hépatiques sont généralement induites par des substances médicamenteuses ou
chimiques. L’hépatoxicité est dose-dépendante et donc prévisible. Elle apparait aprés un court
délai (1-12 semaines) apres exposition au toxique (Navarro et Senior, 2006 ; Jones et Dargan,
2007). Le mécanisme des 1ésions hépatiques n’est pas unique, mais est généralement spécifique
du toxique en cause, avec une atteinte régiosélective du lobule hépatique (figure 7). Il peut étre
cytolytique, cholestatique ou mixte (Tableau III) (Bénichou, 1990 ; Pessayre et al., 1999 ;
Navarro et Senior, 2006 ).

Différents mécanismes moléculaires peuvent y conduire (Tableau IV) (Kaplowitz, 2002; Lee,
2003 ; Navarro et Senior, 2006). Un mécanisme immunoallergique ou d’hypersensibilité,
comme celui observé avec la phénytoine, la nitrofurantoine ou 1’halothane, apparait souvent
avec un délai favorisé€ par une réexposition, et associ¢ a une fievre, une éruption cutanée ou une
hyperéosinophilie. Une toxicité mitochondriale peut étre observée, comme avec |’acide
valproique ou les fortes doses de tétracycline par voie veineuse. Elle est a ’origine d’une
acidose lactique et d’une stéatose microvésiculaire (Jones et Dargan, 2007). Un ictere fébrile
peut révéler une hépatite granulomateuse pseudosarcoidosienne. La variabilité génétique
explique une part importante de la susceptibilité, comme le risque accru de toxicité a
I’isoniazide chez les acétyleurs lents (polymorphisme de la N-acétyltransférase 2) ou a
I’irinotecan, en cas de réduction des capacités de glucuroconjugaison (maladie de Gilbert)
(Navarro et Senior, 2006). D’ailleurs, I’importance des 1ésions hépatiques n’est pas toujours
proportionnelle a I’amplitude de 1’élévation des transaminases. Les cellules hépatiques
posseédent, en fait, une grande capacité de régénération et d’adaptation, avec une variabilité
¢galement fonction de chaque individu et de son terrain sous-jacent. L hépatotoxicité devient
significative lorsque la perturbation du bilan biologique hépatique s’accompagne de
manifestations cliniques (asthénie, anorexie, nausée, douleur de I’hypochondre droit, urines

foncées, encéphalopathie).
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Figure 7 : Localisation histologique préférentielle au sein du lobule hépatique, de certaines
atteintes hépatiques toxiques (Navarro et Senior, 2006 ; Jones et Dargan, 2007)
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Tableau III : Critéres diagnostiques d’une hépatite aigu€ toxique (Bénichou, 1990 ;
Pessayre et al., 1999 ; Navarro et Senior, 2006)

Critere diagnostique Type d’hépatite

Augmentation de ALAT > 2N
Hépatite cytolytique

Augmentation de ALAT et Pal
avec ALAT/Pal>5
Augmentation des Pal > 2NV
Hépatite cholestatique
Augmentation de la bilirubine
conjuguée >2N
Augmentation des ALAT et Pal
avec ALAT/Pal<2
Augmentation des ALAT et Pal

Hépatite mixte

avec ALAT/Palde2 a5




Tableau IV : Mécanismes moléculaires pouvant aboutir a une Iésion cellulaire hépatique

toxique Kaplowitz, 2002; Lee, 2003 ; Navarro et Senior, 2006)

Mécanisme Commentaires et exemples

Formation de liaisons covalentes Formation d’adduits par liaison d’un toxique ou de son
métabolite réactif a des protéines ou autres macromolécules
intracellulaires a 1’origine de 1ésions directes (exemple :
paracétamol en phase initiale) ou d’une réactivité
immunologique (exemple : halothane)

Peroxydation lipidique Réaction de radicaux libres avec les acides gras polyinsaturés
des membranes, a I’origine de troubles de la fluidité, de la
perméabilité et de la stabilité des membranes (exemple :
tétrachlorure de carbone)

Déplétion en ATP Découplage de la phosphorylation oxydative mitochondriale
(exemple : acide valproique) ou altération de I’homéostasie
calcique cytoplasmique (exemple : fer)

Lésions de ’ADN Lésions directes ou activation de la poly(ADP-ribose)
polymérase, conduisant a la mort cellulaire (exemple : agents
alkylants) ou a la transformation néoplasique (exemple :
stéroides)

Apoptose Voies du récepteur au TNF-_/Fas/caspases ou par d’autres
cytokines pro-inflammatoires (exemple : paracétamol en phase
tardive)

Lésion des organelles intracellulaires Réticulum (exemple : tétrachlorure de carbone), lysozome
(exemple : amiodarone) ou mitochondrie (exemple : hydrazine)

Inhibition enzymatique directe Blocage d’une enzyme (exemple : amanite phalloide)

Ischémie Trouble de I’apport d’oxygene, de nutriments et/ou réduction
du débit sanguin hépatique (exemple : cocaine)

Trouble de I’excrétion biliaire Inhibition du cytosquelette, des microfilaments d’actine ou des

pompes de transport (exemple : chlorpromazine)
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1.3.4. Le stress oxydatif dans les affections hépatiques

1.3.4.1. origines et conséquences

La production d’espéces réactives de 1’oxygéne dans les hépatocytes est associée a la

pathogénie de nombreuses affections hépatiques. Certains médicaments, les métaux lourds, les

agents infectieux, les médiateurs de l’inflammation et d’autres agents toxiques, sont

responsables d’une formation accrue de radicaux libres. Les facteurs spécifiques produisant des

l1ésions oxydatives sont :

L’activation des cellules de Kupffer et des polynucléaires, dans les mécanismes
inflammatoires et immuns, qui produisent des espéces réactives de 1’oxygeéne et des
médiateurs pro-inflammatoires contribuant ainsi aux lésions oxydatives (Center, 1999 ;
Watson, 2004) ;

L’exceés de cuivre non fixé qui engendre indirectement des lésions oxydatives des
membranes cellulaires, car produisant des radicaux libres (radical hydroxyle) par la réaction
de Fenton. Ces radicaux libres entrainent des déficits énergétiques et cellulaires, altérent les
fonctions enzymatiques mitochondriales et induisent des changements déléteres dans le
taux de calcium libre intracellulaire (Center, 1999) ;

L’accumulation des acides biliaires hydrophobes dont I’intercalation dans la bicouche
phospholipidique entraine une peroxydation des lipides membranaires. Il en résulte une
augmentation du volume mitochondrial, une inhibition de la respiration cellulaire, une
augmentation de la production mitochondriale de peroxyde d’hydrogeéne, ainsi qu’une
accumulation de calcium intracellulaire (Leveille-Webster, 1997). La production de
radicaux libres lors de la cholestase, induit 1’apoptose de 1’hépatocyte et la nécrose
hépatique (Rothuizen, 2005). Une cholestase prolongée provoque une malabsorption des
vitamines liposolubles et d’autres piégeurs de radicaux libres tels que le sélénium (Twedt,
2001) ;

Les toxines spécifiques telles que le paracétamol dont I’ingestion a forte dose induit la
production incontrolée de quinones imines réactives, toxiques pour les hépatocytes

(Prescott, 1983).
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1.3.4.2. Mécanisme du stress oxydatif hépatique

Dans les différentes affections hépatiques, les dégats oxydatifs cellulaires provoqués par la

formation incontrélée de radicaux libres surviennent par de nombreux mécanismes :

- Les radicaux libres pourraient soustraire un atome d’hydrogéne aux acides gras
polyinsaturés, initiant la peroxydation lipidique. Il en résulte des changements de la
composition membranaire qui altérent la structure et le métabolisme de I’hépatocyte ;

- Les peroxydes lipidiques (ROOH) et les sous-produits de la peroxydation lipidique ont une
activité toxique directe sur la cellule et ses organites ;

- Les radicaux libres hépatiques oxydent les protéines sulthydriles telles que le glutathion

avec une déplétion enzymatique de la glutathion peroxydase.

1.3.4.3. Evaluation du stress oxydatif hépatique

L’évaluation du pouvoir antioxydant total du plasma et des peroxydes plasmatiques, marqueurs
spécifiques de la peroxydation lipidique, permettent d’évaluer le stress oxydatif ou la
production de radicaux libres en cas d’affections hépatiques (Benzie et Strain, 1996).

La mesure du taux de glutathion dans les cellules hépatiques est également un moyen pour
mettre en évidence un stress oxydatif. Le glutathion est I’antioxydant intracellulaire le plus
abondant. Le glutathion réduit (GSH) forme un complexe avec une substance réactive pour
donner le glutathion oxydé (GSSG). Le dosage de GSH ou I’évaluation du rapport GSH/GSSG
sont des mesures classiques permettant d’apprécier le potentiel d’oxydoréduction cellulaire
(Twedt, 2001 ; De Novo, 2006). Une diminution de ce rapport indique un état oxydatif ayant
pour origine 1’utilisation de GSH et la formation du GSSG.

De méme, la mesure de I’activité des enzymes prooxydantes (NADPH oxydase, NO synthétase)
et antioxydantes (catalase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase) dans les hépatocytes,

constitue un moyen d’évaluation du stress oxydatif.

Aussi, le dosage de plusieurs enzymes et autres substances relativement spécifiques du foie et
fabriquées au moins en partie par le foie, permet ¢galement d’évaluer le stress oxydatif
hépatique : 1’aspartate amino-transférase (ASAT), 1’alanine amino-transférase (ALAT), la
phosphatase alcaline (PAL), la gamma-glutamyl transférase (y-GT) et la bilirubine. Une
augmentation de ces parametres dans le sang traduit des 1€sions des hépatocytes (Drotman et

Lawhorn, 1978 ; Martin et Friedman, 1992).
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1.3.4.4. Les lésions hépatiques

1.3.4.4.1. La stéatose

La stéatose est une 1ésion histologique fréquemment observée et définie par I’accumulation
d’acides gras sous forme de triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes, se traduisant le
plus souvent par de larges vacuoles refoulant le noyau en périphérie. Un foie stéatosique
contient plus de 50% de lipides (Mellal, 2005).

La stéatose peut se manifester aussi par une surcharge en phospholipides. C’est une
manifestation courante d’hépatotoxicité commune a certains toxiques aigus. Elle est le plus
souvent réversible, parfois mortelle.

Le mécanisme de I’accumulation des lipides est di a I’altération de la synthése des lipoprotéines
qui peut étre perturbée de diverses fagons:

- Interférence avec la synthese de la partie protéique de la lipoprotéine;

- Altération de la conjugaison de TG avec la lipoprotéine ;

- Interférence avec le transfert de VLDL a travers les membranes de cellules ;

- Diminution de la synthése des phospholipides ;

- Altération de la béta oxydation ;

- Déficit en énergie nécessaire pour la synthése de lipides et de protéines.

1.3.4.4.2. La cholestase
La cholestase est la diminution ou 1’arrét de I'écoulement de la bile, entrainant une
augmentation subite du volume de bile dans les voies biliaires. Elle est souvent due a une
obstruction sur le trajet d'évacuation normal de cette bile ou a une maladie hépatique. Elle
détermine des hépatites aigu€s cholestasiques avec augmentation de la bilirubine et des acides
biliaires s€riques et apparition d’ictere.
Il existe deux sortes de cholestase (Frank, 1992) :
- La cholestase intrahépatique : la cause de I’arrét de I’écoulement de la bile est située
a l'intérieur du foie. Les causes sont liées a des anomalies de fonctionnement des
cellules hépatiques en relation avec une hépatite virale, une hépatite médicamenteuse,
une hépatite alcoolique, un cancer du foie, des métastases hépatiques, une cirrhose, un
abcés et kyste hydatique, une cirrhose biliaire primitive, des granulomatoses
hépatiques ;
- La cholestase extra-hépatique : dans ce cas, la cause de I’arrét de 1’écoulement de la

bile est située a I’extérieur du foie. Les causes sont dominées par un adénocarcinome
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de la téte du pancréas, une lithiase de la voie biliaire principale, un

cholangiocarcinome (cancer des voies biliaires), une cholangite sclérosante primitive.

1.3.4.4.3. La nécrose

La nécrose est un processus dégénératif qui intervient dans des cellules ayant subi des
dommages physiques, chimiques ou osmotiques. La nécrose hépatique implique la mort des
hépatocytes, elle peut étre focale (centro lobulairemédiane ou périphérique) ou généralisée :

c’est la plupart du temps une Iésion aigué (Frank, 1992).

1.3.4.4.4. La cirrhose

La cirrhose est le stade majeur du développement de la fibrose hépatique induite par la plupart
des maladies chroniques du foie. Elle est définie par I’existence d’un trouble architectural diffus
du parenchyme hépatique caractérisé par I’existence d’une fibrose entourant des nodules
hépatocytaires dits de régénération. Les complications de la cirrhose sont potentiellement
graves : hypertension portale, a I’origine d’hémorragie par rupture de varices cesogastriques et
d’encéphalopathie hépatique, syndrome hépatorénal et carcinome hépatocellulaire (Frank,

1992).

I.3.5. Le traitement d’une hépatite toxique

La prise en charge d’une hépatite toxique est surtout symptomatique. Elle est basée sur une
surveillance clinique et biologique rapprochée des enzymes hépatiques, du taux de
prothrombine et des facteurs de la coagulation. La premiere mesure est I’arrét du toxique en
cause et la déclaration de pharmacovigilance, s’il s’agit d’un effet secondaire. En cas de
défaillance hépatique grave, le controle hémodynamique ainsi que la prise en charge de
I’cedéme cérébral, des infections et des hémorragies, sont essentiels. L’intérét des techniques
d’assistance hépatique extracorporelle doit étre discuté au cas par cas. Néanmoins, a ce jour, il
n’existe aucune indication formelle des techniques pour 1’élimination des toxiques
(Mégarbane et al., 2006).

L’ hypothermie thérapeutique pourrait étre bénéfique, permettant une protection cérébrale et un
ralentissement du métabolisme 1ésionnel de certains toxiques, comme le paracétamol (Jalan et
al., 1999). La corticothérapie par voie systémique (prednisolone 40 mg/j) peut étre également

discutée au cas par cas, apres avoir €carté formellement une étiologie infectieuse virale.
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La N-acétylcystéine est le seul antidote dont I’intérét thérapeutique a été solidement établi par
des essais randomisés prospectifs pour 1’intoxication par le paracétamol. Son mécanisme
d’action antioxydant, antiinflammatoire et antiapoptotique, ainsi que son excellente tolérance
en font un traitement essentiel a considérer au cours des hépatites toxiques. Il a ainsi été utilisé
avec efficacité pour le traitement d’intoxications par le CCls ou ’amanite phalloide. 11 a aussi
¢été proposé dans de multiples autres indications toxicologiques, méme si son bénéfice n’y était
pas acquis (Chyka et al., 2000).

Etant donné I’implication du stress oxydatif dans les pathologies hépatiques, les substances

antioxydantes pourraient y avoir un apport bénéfique.
1.3.5.1. Les antioxydants de synthése

Les antioxydants de synthése sont utilisés dans le traitement des affections hépatiques.
Cependant de nombreuses études ont montré 1’absence d’effets bénéfiques, voire leur toxicité
(Largeron et al., 1999 ; Gournay et Richonce, 2002). Ces molécules provoquent des effets

secondaires potentiellement graves, et de ce fait, elles ont été retirées du marché.
1.3.5.2. Les vitamines et oligoéléments

Les vitamines et oligoéléments ayant un effet antioxydant peuvent étre utilisés contre le stress

oxydatif lors des pathologies digestives (Flatland, 2003). On peut citer :

- la vitamine C ou acide ascorbique qui n’est pas une molécule de choix, mais dont
I’utilisation en supplément avec d’autres vitamines serait bénéfique chez les malades
atteints de maladie chronique du foie (Anonyme, 1977) ;

- la vitamine E pour laquelle des études réalisées in vitro et chez I’homme ont démontré
son rdle dans la diminution des dommages oxydatifs dans de nombreuses affections
hépatiques (Andreone et al., 2001) ;

- les B-caroténes qui diminuent la susceptibilit¢ des lipoprotéines a 1’oxydation et
améliorent le taux de glutathion et I’activité des glutathion peroxydases ;

- le zinc et le sélénium qui font augmenter 1’activité des enzymes antioxydantes et le taux

de glutathion dans le foie.
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I.4. LE STRESS OXYDATIF ET LES ANTIOXYDANTS

Des radicaux libres ou espéces réactives de 1’oxygene (ERO) sont produits quotidiennement
dans I’organisme. Ils sont controlés par les antioxydants. Il existe a 1’état normal un équilibre
entre les radicaux libres et les antioxydants. Une production excessive des radicaux libres ou
une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance
oxydant/antioxydant (Papazian et Roch, 2008 ; Christophe P et Christophe S, 2011). Ce
déséquilibre sera a l’origine d’une grande variété d’agressions des cellules et tissus de
I’organisme. La plupart de ces agressions débouche sur une expression commune appelée stress

oxydatif (Favier, 2003).
1.4.1. le stress oxydatif et radicaux libres
1.4.1.1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique, atomique ou molécule capable d'avoir une existence
indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié¢
sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité¢ donc une demi-vie treés courte. En effet,
ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Goudable et Favier, 1997).
Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle
chaque atome conserve son électron, soit au cours d’une réaction d’oxydo-réduction avec perte

ou gain d’un électron a partir d’un composé non radical (Koechilin-Ramonatxo, 2006).
1.4.1.2. Nature des radicaux libres

On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un rdle physiologique particulier et les
radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités biochimiques
cellulaires tels que lipides, protéines, glucides (Favier, 2003).

Les espéces réactives de I’oxygene (ERO) sont une famille d’entités chimiques regroupant :

- les radicaux libres oxygénés comme 1’anion superoxyde (O2°), le radical hydroxyle
(HO®), le monoxyde d’azote (NO®), le radical perhydroxyle (HOO®) le radical
alkooxyle (RO?®), et radical peroxyde (ROO®) ;

- et les dérivés non radicalaires dont la toxicité est importante avec 1’oxygene singulet
('02), le peroxyde d’hydrogéne (H,02), le peroxynitrite (ONOO"), I’acide
hypochlorique, le nitroperoxyde (ONOOH).
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1.4.1.3. Principales sources de production des radicaux libres
Les ERO sont produits continuellement a l'intérieur et a l'extérieur de la cellule eucaryote par

divers mécanismes (figure 8). On parle donc de sources endogenes et de sources exogenes.

» Sources exogénes des ERO
Les radiations X ou gamma peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des radicaux
libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les rayonnements UV sont capables de
produire des anions superoxydes ou de 1’oxygéne singulet aprés activation des
photosensibilisants. Une large variété de xénobiotiques tels que les toxines, les pesticides, les
herbicides, et de médicaments, notamment les antibiotiques, et les anticancéreux, peuvent
contribuer a la production des ERO qui se forment comme un des produits de leur métabolisme

(Valko et al., 2007).

» Sources endogénes des ERO
Dans la cellule, de nombreux systeémes enzymatiques sont capables de générer des oxydants
(Salvayre et al., 2003) :

- Les NAD(P)H oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et qui
génerent O2° en utilisant NADH ou NADPH comme substrat ;

- La xanthine-oxydase joue wun rdle important dans la production des
EROparticulierement O2°* et H>O», lors de 1’ischémie/reperfusion ;

- Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique, ce dernier peut étre oxydé soit par les
cyclooxygénases, soit par les lipooxygénases (métallo-enzymes a fer), pour former entre
autre des hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants médiateurs
de I’inflammation.

De plus, dans 1’organisme, 1’oxygeéne est réduit a 95 % dans les mitochondries par voie
enzymatique en molécule non toxique comme H>O. Cependant, il peut subir une réduction
monoélectronique et former une espece beaucoup plus réactive comme 1’anion superoxyde
02°*. Cet anion n’est pas le radical le plus délétere, cependant il peut donner naissance a des
especes beaucoup plus réactives comme le radical hydroxyle HO®. Ces ERO mitochondriales

pourraient intervenir dans 1’oxydation des LDL (Valko et al., 2007).
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Figure 8 : Voies de formation des ERO, processus de peroxydation des lipides et le réle du

glutathion (GSH) et autre antioxydants dans le management du stress (Pincemail et al., 1998).
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1.4.1.4. Roles physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres de I’oxygene et de I’azote sont des molécules extrémement toxiques, mais

indispensables a la vie.

Les radicaux libres interviennent dans I’homéostasie cellulaire en détruisant par oxydation
I’ensemble des composants bactériens apres la phagocytose des bactéries par les macrophages

(Favier, 2003).

Ils interviennent dans la signalisation cellulaire comme médiateurs intra ou extracellulaires
(Droge, 2002 ; Valko et al., 2007). IIs permettent d’induire la réponse cellulaire a de nombreux
stimuli thermiques, physiques, chimiques, permettant 1’expression des geénes de défense

(Dalton et al., 1999)

Les radicaux libres peuvent aussi servir de relais physiologiques entre cellules dans la
stimulation de certains récepteurs membranaires et régulent de nombreuses fonctions comme
la vasodilatation capillaire et la prolifération cellulaire (Borg et Reeber, 2008). Lors
d’agressions cellulaires majeures, ils sont émis comme signaux inducteurs d’apoptose lorsque
les capacités de réparation cellulaire sont dépassées (Droge, 2002 ; Favier, 2003 ; Valko et

al., 2007).

Les radicaux libres pourraient étre les premiers responsables de 1’activation des kinases en cas

d’agressions cellulaires variées (Natarajan et al., 1993)
1.4.1.5. Conséquence du stress oxydatif

Malgré leurs nombreuses fonctions cellulaires, les radicaux libres demeurent hautement

toxiques pour 1’organisme.

A des concentrations €levées, les ERO peuvent étre d’importants médiateurs de dommages aux
structures cellulaires, lipides, protéines et acides nucléiques (Valko et al., 2006). Le radical
hydroxyle est connu pour réagir avec tous les composants de la molécule d'ADN,
d'endommager les bases puriques et pyrimidiques et aussi le désoxyribose (Halliwell et
Gutteridge, 1990). La lésion de I'ADN la plus étudiée est la formation de 8-hydroxyguanosine.
Les modifications permanentes du matériel génétique résultant de ces dommages oxydatifs
représente la premicre étape impliquée dans la mutagenese, la carcinogenese et le vieillissement

(Valko et al., 2007).
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Les modifications oxydatives des protéines par les ERO provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyle dans la protéine. Ces réactions d’oxydation sont fréquemment
influencées par les cations métalliques comme le Fe** ou le Cu?*. Les réactions d’oxydation de
protéines peuvent tre classées en deux catégories : d’une part, celles qui coupent les liaisons
peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des peptides par
addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE (4-Hydroxynonenal).
De telles modifications conduisent généralement a une perte de fonction catalytique ou
structurale des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles a ’action des
protéases et sont donc €liminées. L’oxydation de la cystéine est réversible mais peut également

perturber les fonctions biologiques du GSH ou de certaines protéines (Valko et al., 2007).

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO. Plus I’acide gras est insaturé
et plus il est susceptible d’étre peroxydé. Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires
organisées en trois phases successives (Halliwell et Gutteridge, 1999). La phase d’initiation
consiste en la création d’un radical d’acide gras (L") a partir d’un acide gras (LH) par
soustraction d’un atome d’hydrogene. Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un
initiateur radicalaire tel que le OH" et le HOO". Le radical lipidique L® subit ensuite un
réarrangement moléculaire pour donner un radical avec une structure diene conjugué, plus
stable, qui peut réagir avec une molécule d’O> et former un radical peroxyle (LOO"). Ce radical
est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un hydrogeéne a un acide gras polyinsaturé
voisin, propageant ainsi la réaction. Chaque radical L" peut étre a 1’origine d’une centaine de

molécules d’hydroperoxyde avant que survienne la phase de terminaison.

L’hydroperoxyde lipidique (LOOH) formé peut étre oxydé en présence de métaux de transition
divalents de Fe** ou Cu®* et entrainer la formation d’alcanes et d’aldéhydes toxiques dont le 4-

HNE (figure 8).

La réaction en chaine peut étre interrompue (phase de terminaison) par 1’association de deux
radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus souvent par la réaction du radical

avec une molécule antioxydante (Delattre et al., 2005).
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1.4.2. Antioxydants et systemes de défense

Les antioxydants peuvent é&tre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation
de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites
molécules hydro ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous les compartiments de I’organisme, qu’ils soient intracellulaires,

membranaires ou extracellulaires (Cano et al., 2006).
1.4.2.1. Caractéristiques des antioxydants

Un composé est considéré comme antioxydant in vivo lorsqu’il posseéde les propriétés suivantes

(Ursini et al., 1999) :

- 1l interagit avec les métabolites réactifs de ’oxygeéne, qui sont biologiquement
toxiques ;

- Le produit de la réaction de I’antioxydant avec I’oxydant ne doit pas étre plus toxique
pour I’organisme ;

- Il doit étre présent dans I’organisme en concentration suffisante ;

- Sa demie vie doit étre suffisamment longue pour réagir avec I’oxydant.

Les antioxydants peuvent jouer leur rdle a différents niveaux du processus oxydatif (Baskin et

Salem, 1994):

- En neutralisant les radicaux initiateurs ;

- En liant les ions métalliques ;

- En neutralisant les radicaux peroxydes;

- En éliminant les biomolécules endommagées par oxydation et par d’autres types de

réactions.
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1.4.2.2. Classification des antioxydants
1.4.2.2.1. Antioxydants endogénes

1.4.2.2.1.1. Antioxydants enzymatiques

Pour faire face aux attaques des radicaux libres, les organismes ont développé des systémes
d’action antioxydante qui visent :

- a¢liminer les especes réactives de 1’oxygene et les catalyseurs de leur formation ;

- ainduire la synthése des antioxydants ;

- a augmenter ’activité des systémes de réparation et d’élimination des molécules

endommagées.

Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des espéces
réactives de I’oxygene comme illustre la figure 9. Plus récemment, d’autres molécules ayant
des propriétés antioxydantes telles que les thiorédoxines ont été découvertes (Pelletier et al.,

2004).
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(Pelletier et al.,2004).
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1.4.2.2.1.1.1. Les superoxydes dismutases

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation du
superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogeéne. Ce dernier pourra étre pris en charge par des
enzymes a activité peroxydase. Il existe trois isoformes de SOD chez les mammiféres : une
forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc, une forme mitochondriale
associée au manganese et une forme extracellulaire. Pour cette raison, cette enzyme représente

une partie importante du systéme de défense contre les radicaux libres (Valko et al., 2007).

1.4.2.2.1.1.2. La catalase

La catalase est présente dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le foie et
les globules rouges. C’est un tétrameére dont chaque unité porte une molécule d’héme et une
molécule de NADPH. La fixation du NADPH sur la catalase augmente son efficacité et la

protége contre 1’inactivation (Kalpakcioglu et Senel, 2008).

Chez les mammiféres, la catalase est particulierement présente dans les peroxysomes. Elle
catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogene en H2O et O2 empéchant ainsi la formation

de radical hydroxyl.

La catalase permet également de détoxifier différents substrats, tels que les phénols et les

alcools par un couplage avec la réduction d’hydrogene : RHz + H202 — R + 2H20

1.4.2.2.1.1.3. Les glutathion peroxydases

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un
atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. Elle est présente dans les
liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries. Elle
assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type LOOH

en LOH (figure 8).

1.4.2.2.1.1.4. Les thiorédoxines

Les thiorédoxines font 1’objet de nombreux travaux concernant leurs capacités antioxydantes
(Valko et al., 2007). Chez les Mammifgres, elles sont localisées dans les mitochondries, le
cytosol, et les peroxysomes, elles sont associées aux noyaux et aux membranes. Grace a leur
activité peroxydase, elles neutralisent le peroxyde d’hydrogene, le peroxynitrite et de nombreux
hydroperoxydes. Malgré une activité plus faible que les GPx ou la catalase, elles pourraient

jouer un role majeur dans I’élimination des hydroperoxydes, du fait de leur quantité importante
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(0,1 2 0,8 % de protéines soluble cellulaire) et de leur large distribution dans la cellule (Favier,

2003).

1.4.2.2.1.2.Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les
molécules prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant
ainsi la réaction de Fenton. Ce type d’antioxydants posséde un avantage considérable par
rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet pénétrer
facilement au cceur des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. Ce type
d’antioxydants regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et ils sont
en partie produits par l'organisme au cours de processus biosynthétiques. Néanmoins le nombre
d'antioxydants produits in vivo est trés limité ; on peut citer parmi les plus actifs : le glutathion
(Piquet et Hébuterne, 2007), le NADPH, les dipeptides (Boldyrev, 1993), 1'acide urique
(Ames et al., 1993), l'acide lipoique (Packer et al., 2001) ou la bilirubine (Stocker et al.,
1987).

1.4.2.2.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants exogenes sont des substances chimiques extracellulaires qui exercent des
effets protecteurs importants in vivo. Parmi les antioxydants naturels, on peut citer les plus

connus et les plus importants:

1.4.2.2.2.1. L’acide ascorbique ou vitamine C

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a
I’oxygeéne. Apres ingestion, elle passe rapidement dans le sang puis diffuse de fagon variable
dans tous les tissus. Un apport quotidien minimal d’origine alimentaire est donc nécessaire,
celui-ci provient essentiellement des fruits et 1égumes frais (Fain, 2004).

Elle est un antioxydant puissant, capable de piéger/neutraliser a des concentrations tres faibles
les especes réactives de I'oxygeéne (Carr et Frei, 1999 ; Césarini, 2004).

Elle est un réducteur susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la
régénération des autres antioxydants tels que les a-tocophérol (Halliwell et Gutteridge, 1986 ;

Greff, 2011).
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1.4.2.2.2.2. Les tocophérols (dont la vitamine E)

Les tocophérols sont des composés liposolubles. Ils regroupent quatre substances dont l'alpha-
tocophérol aussi appelé vitamine E est I'antioxydant majeur, la plus active biologiquement
(Wang et Quinn, 2006).

L’o-tocophérol a été largement étudiée comme complément alimentaire potentiellement
préventive dans les maladies cardiovasculaires. Il joue un role dans l'atténuation du stress
oxydatif, dans les symptomes des maladies neurodégénératives, et en particulier dans la maladie
d'Alzheimer qui a récemment recu un grand intérét. En conséquence, il entrave 1'adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales, I'agrégation des plaquettes et la formation consécutive
des plaques d'athérome (Annahazi et al., 2007).

I1 est présent dans les membranes des cellules et les organites cellulaires, ou il joue un role
important dans la suppression de la peroxydation des lipides et il s'accumule sur ces sites au
sein des cellules dans lesquelles la production des radicaux d'oxygene est plus grande
(Dutta-Roy, 1999). Il neutralise les radicaux peroxyle (Lecerf et al., 1994), alkyle et alcoxyle
(Herrera et Barbas, 2001).

1.4.2.2.2.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus importants sont le béta-
caroténe, 1’alpha-carotene, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopéne. Ils sont responsables des
couleurs orange, rouge et jaune des fruits et Iégumes. Leur fonction essentielle est de protéger
les plantes. La plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante (Causse, 2005). L’effet
antioxydant de la B-caroténe serait dii a une interaction entre le radical et le systeme de doubles
liaisons conjuguées de la chaine insaturée du piégeur qui serait stabilisée par résonnance

(Burton et Ingold, 1984).

1.4.2.2.2.4. Les oligoéléments

Les oligoéléments tels que le sélénium et le zinc sont des cofacteurs importants pour les

enzymes antioxydantes (Favier, 2003 ; Milane, 2004).

Le sélénium est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un rdle
intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant est capital
dans la détoxication des radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire. Cet effet de
détoxication serait responsable des effets anti-cancéreux et antivieillissement, attribués au

sé¢lénium (Chia-Fung et al., 1995).
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Le zinc est I’'un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc conduit a long terme a
I’induction de protéines antioxydantes comme les métallothionéines. Le zinc protége également
les groupements thiols des protéines. Le zinc peut inhiber partiellement les réaction de

formation des ERO induites par le fer ou le cuivre (Parma et al., 2004)

1.4.2.2.2.5. Les polyphénols

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants (Laughton et al.,
1989 ; Apak et al., 2007 ; Halliwell, 2008 ; Perron et al., 2011) qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogéne. Leurs structures leur conférent
une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyles des polyphénols sont bien
des donneurs d'atomes d’hydrogeéne; ils peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygene
et les espéces réactives de l'azote. En fin de réaction, le cycle de génération de nouveaux

radicaux est interrompu. Le radical formé devient moins dangereux (Laughton et al, 1989 ;

Apak et al., 2007 ; Halliwell, 2008 ; Perron et al., 2011).

Suite a l'interaction avec les especes réactives initiales, la forme radicalaire de 1'antioxydant
est produite, ayant une plus grande stabilité¢ chimique que le radical initial. Le pouvoir
antioxydant des composés phénoliques est ¢galement attribué a leur capacité a chélater les
métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres. Cependant, les composés

phénoliques peuvent agir comme des prooxydants (Tsao, 2010 ; Pereira et al., 2009).

De tous les composés phénoliques, les flavonoides sont reconnus possédant de fortes
potentialités antioxydantes (Van Acker et al., 1995 ; Gohlam et al., 2003). Leurs propriétés
antioxydantes sont attribuées a leur capacité a piéger directement les radicaux libres, a chélater
les ions métalliques impliqués dans la production des ERO via les réactions de de Fenton et de
Haber-Weis (Puppot, 1992), d’inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases, d’activer
les enzymes antioxydantes et de réduire les radicaux a-tocophéryl (Cotelle, 2001 ; Heim et al.,

2002 ; Lin et Weng, 20006).
Oy +Fe3* — » O+ Fe?* Réaction de Fenton

H20: + Fe** —— > ‘OH + OH" + Fe*t

02+H20: — 3 ‘OH+OH + Oz Réaction d’Haber-Weis
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1.4.2.2.2.6. Les antioxydants de synthése

I existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels. Pour une utilisation pratique, les antioxydants de synthése doivent

remplir les conditions suivantes (Bauer et al., 2010):

- ils ne doivent pas étre toxiques ;

- ils doivent étre hautement actifs a des faibles concentrations (0,01-0,02%) ;

- et doivent étre présents a la surface ou dans la phase grasse de 1’aliment.
Cependant, il reste a les considérer comme des corps étrangers au systéme biologique. Parmi
les polyphénols de synthése, on peut citer a titre d’exemple : la 3,3",5,5'-Tetra-t-butyl-
biphenyl-4,4'-diol qui a montré un effet protecteur des cellules neuronales (Duong et al.,
2008), et le polyphénol dendrimére de synthése syringaldehyde qui a montré une activité
antioxydante puissante selon le test du DPPH qui a été respectivement deux fois et 10 fois
plus fort que la quercétine et trolox. Ce polyphénol de synthése a montré aussi un effet

protecteur des LDL humain contre les attaques des radicaux libres (Lee et al., 2009).
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[II. Matériel et méthodes]




I1.1. Matériel
Nos travaux se sont déroulés sur une période de 14 mois, du 7 mars 2016 au 28 avril 2017 aux:

- Laboratoire de Pharmacologie, Pharmacie clinique et Thérapeutique de ’'UFR Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques (UFR SPB) de 1I’Université Félix Houphouét-Boigny
de Cocody (Abidjan), pour les tests pharmacologiques ;

- Laboratoire de Pharmacognosie de I’UFR Sciences Pharmaceutiques et Biologiques
(UFR SPB) de I’Université Félix Houphouét-Boigny de Cocody (Abidjan), pour la
caractérisation des groupes phytochimiques dans les extraits de plantes;

- Centre de Diagnostic et de Recherche sur le SIDA et les Affections Opportunistes
(CeDReS), au CHU de Treichville (Abidjan), pour la détermination de 1’activité
enzymatique des parameétres biochimiques ;

- Centre Suisse de Recherche Scientifique (CSRS) pour I’activité antioxydante in vitro et
le dosage des polyphénols et des flavonoides

- Laboratoire d’Anatomie pathologique de I’UFR Sciences Médicales de 1’Université

Félix Houphouét-Boigny d’Abidjan (UFR SMA) pour I’étude histologique.
I1.1.1. Matériel végétal

L’¢étude a été réalisée sur des feuilles de Alchornea cordifolia (Euphorbiaceae), récoltées a
Yakassemé dans le département d’Adzopé a 75 km d’Abidjan, Cote d’Ivoire. Les feuilles
fraiches pesaient 4204g. Apres identification par le Centre National de Floristique d’Abidjan,
elles ont été lavées et mises a sécher pendant une semaine a 1’abri du soleil, a 18°C au
laboratoire de Pharmacologie, Pharmacie clinique et Thérapeutique de UFR SPB de
I’université¢ Félix Houphouét-Boigny. Les feuilles séchées avaient un poids de 1703g. Ces

feuilles ont ensuite été broyées a 1’aide d’une broyeuse RETSCH de type SM 100.
I1.1.2. Matériel animal

Le matériel animal était constitué¢ de rats de race Rattus Norvegicus de souche Wistar dont le
poids variait entre 150g et 250g. Ils ont ét¢ fournis par 1’animalerie du laboratoire de
Pharmacologie, Pharmacie clinique et Thérapeutique de I’UFR SPB de I’Université Félix
Houphouét-Boigny d’Abidjan (Cote d’Ivoire). Tous les animaux y ont été entretenus dans des
conditions environnementales contrélées de 24 + 1 °C avec un cycle de 12h de lumiére et de

12h d'obscurité. Les animaux avaient un acces libre a 1'eau et a la nourriture. Ils y ont été
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alimentés aux granulés fournis par la société de Fabrication d’Aliments d’Animaux de Cote
d’Ivoire (FACI®). Avant le début de 1’expérience, ils ont été soumis a un jeine pendant 12h

avec un acces libre a I’eau.
I1.1.3. Matériel technique

Divers matériels techniques ont été utilisés au cours de cette étude (voir photographie ci-

dessous) :

- Pour la préparation des extraits de plantes, nous avons eu recours a une broyeuse
RETSCH de type SM 100, un agitateur magnétique AGIMATIC-N, des fioles, un
évaporateur rotatif (Biichi R180), une étuve MEMMERT, une balance de précision
OHAUS, des assiettes en porcelaine, une éprouvette graduée, un entonnoir, du coton,
du papier filtre, un mortier, un pilon, une spatule, des verres de montre, des flacons;

- Concernant la préparation des animaux, nous avons utilis¢ des gants non stériles,
une balance OHAUS pour la pesée des animaux, une trousse a disséquer, des cages en
plastique, des marqueurs pour le marquage des animaux;

- Quant a I’activité antioxydante in vifro, nous avons utilisé une balance de précision
METTLER TOLEDQO, un spectrophotométre UV-VIS HACH, un bain marie SALVIS
AG 6015, une centrifugeuse SUPER MINOR CENTRIFUGE, un vortex BENDER ET
HOBEIN AG, des micropipettes SOCOREX ;

- Pour le tri phytochimique, le matériel utilisé était constitué d’un bain de sable, de tubes
a essai, de portoirs ;

- I’¢étude de l’activité hépatoprotectrice a nécessité des seringues, des sondes a gavage,
des tubes de prélevement sans anti coagulant, une centrifugeuse Jouan B3.11, un
analyseur automatique ROCHE/INTEGRA 400 plus, des tubes a hémolyse, de
micropipettes, des embouts, des gants non stériles, des lames porte-objet, des lames de
bistouri, un microscope ;

- Pour I’étude histopatologique, nous avons utilis¢ des flacons adaptés pour la
conservation du foie, des cassettes, un automate a inclusion, un distributeur de paraffine,
un bain marie, un microtome rotatif, des lames porte-objets, des lamelles, une étuve, un
microscope optique MOTIC, un ordinateur portable, une caméra pour microscope et des

portoirs.
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Agitateur magnétique Etuve

Balance de Précision Balance

Evaporateur rotatif
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Séringues, sonde a gavage .
Verrerie

pH meétre Microvortex

Matériel de prélévement Trousse a dissection
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Automate a inclusion Distributeur de paraffine

Microtome Bac a coloration

Bain-marie . .
Microscope optique
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I1.1.4. Produits chimiques et solvants utilisés

Au cours de cette étude, nous avons utilisé différentes substances, réactifs chimiques et solvants

(voir photographie ci-dessoous) :

- Pour rechercher I’activité antioxydante, du 2,4,6 —tripyridyl-s-triazine (TPTZ) (Merck,
Germany), du chlorure de fer hexahydrate (Merck, Germany), de I’acetate de sodium
(Chem-Lab NV, Belgique) de I’acide chlorhydrique commerciale (Merck, Germany),
du DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Sigma Aldrich, Germany) et de 1’acide
ascorbique (Sigma Aldrich, Germany) ;

- Pour identifier les groupes phytochimiques, une solution alcoolique de chlorure ferrique
a 2%, de I’alcool chlorhydrique, des copeaux de magnésium, de 1’alcool isoamylique,
le réactif de Stiasny, de 1’acétate de sodium, le réactif de Dragendorff, le réactif de
Burchardat, le réactif de Folin-Ciocalteu, du bicarbonate de sodium, de I’eau distillée,
du nitrite de sodium a 5% du trichlorure d’aluminium, de I’hydroxyde de sodium ;

- Pour évaluer I’activité hépatoprotectrice, du sérum salé¢ isotonique 0,9%, de 1’éther
(Gifrer), de I’eau distillée, des antituberculeux (Isoniazide (Lupin LTD), Rifampicine
(Remedica LTD), Pyrazinamide (Cadila Pharmaceuticals Limited)), de la silymarine
(Sigma Aldrich) ;

- Pour la détermination de I’activité enzymatique des parametres biochimiques, des
cassettes pour COBAS INTEGRA 400 plus, pour I’alanine amino-transférase (ALAT),
’aspartate amino-transférase (ASAT), la lactate déshydrogénase (LDH), l1a phosphatase
alcaline (PAL), la bilirubine totale (BT) et la bilirubine conjuguée ou bilirubine direct
(BC ou BD) fournis par les laboratoires ROCHE.

- Pour I’étude histopathologique, du formol a 10%, de 1’éthanol, du toluéne, de la
paraffine liquide, de I’hématoxyline de Harris, de 1’€osine, du xyléne, du carbonate de

lithium, de I’eukitt, de 1’eau acétifiée, de I’acide phosphomolybdique.
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I1.2. Méthodes
I1-2-1. Préparation des extraits

Les extraits aqueux et méthanolique de A. cordifolia ont été obtenus en macérant a la
température ambiante de la poudre de feuilles séches de A. cordifolia avec le solvant approprié,

puis a obtenir un extrait sec apres évaporation de ce solvant.

100g de poudre séche de feuilles ont été mis a macérer pendant 24 heures dans 1 litre d’eau
distillée (extrait aqueux) ou dans 1 litre de mélange méthanol-eau (70:30) (extrait
méthanolique). Le mélange a été filtré sur du coton, puis sur du papier filtre (WHATMAN). Le
filtrat obtenu a été mis a sécher a 1’étuve a 60° pendant 72h pour I’extrait aqueux, et évaporé a
I’aide d’un évaporateur rotatif pour I’extrait méthanolique. Le résidu sec (extrait aqueux de 4.
cordifolia (EAAC) ou extrait méthanolique de A. cordifolia (EMAC)) obtenu a été gratté a
I’aide d’une spatule, récupéré dans des flacons et conservé a 4° pour les différents tests. Ce
résidu a servi a la préparation des solutions méres d’extrait aqueux ou d’extrait méthanolique

de A. cordifolia (figure 10).

Les concentrations utilisées pour la présente étude ont été de 80 mg/ml, 40 mg/ml et 20 mg/ml
correspondant respectivement a des doses de 800 mg/kg, 400 mg/kg et 200 mg/kg. Elles ont été
déterminées sur la base des effets qu’elles ont produits dans nos précédents travaux (Effo et al.,

2013).
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Figure 10: Préparation des extraits aqueux et méthanoliques de feuilles de Alchornea cordifolia
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I1.2.2. Etude de ’activité antioxydante de 4. cordifolia
I1.2.2.1. Mesure du pouvoir réducteur
Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les préparations a été déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986) et Bougandoura et Nassima (2013). La méthode de la réduction du fer est
basée sur la réduction de fer ferrique en fer ferreux par les antioxydants qui donnent la couleur
bleue dans le milieu réactionnel a 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance indique une

augmentation de la réduction du fer ferrique donc du pouvoir réducteur des extraits testés.
Mode opératoire

Un millilitre de ’EAAC ou de ’EMAC a différentes concentrations (100 a 6,25 pg/ml) a été
mélangé avec 2,5 ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d'une solution
de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1%. L'ensemble a été incubé au bain-marie a 50°C
pendant 30 minutes. Ensuite, 2,5ml d'acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés pour stopper

la réaction. Les tubes ont été centrifugés a 3000 tours par min pendant 10 minutes.

2,5 ml du surnageant ont €té combinés avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml d'une solution aqueuse
de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1% et laissé en incubation pendant 10 minutes a la température

ambiante.

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel s’est faite a 700 nm contre un blanc préparé
dans les mémes conditions, en remplagant I'extrait par de I'eau distillée qui a permis de calibrer

I'appareil (spectrophotometre UV-VIS).

Le contrdle positif a été représenté par un standard d'un antioxydant, le trolox a différentes
concentrations (100 a 6,25 pg/ml) dont l'absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions

que les échantillons.

Une augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Singleton et Rossi, 1965).
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Le pourcentage de pouvoir réducteur de fer a été calculé selon la formule suivante (Ghaisas et

al., 2008):
Pouvoir réducteur de fer (%) = [(Ao - A1)/Ao)] X 100.
Ao : absorbance de FeCl3
A : absorbance de FeCls solution en présence de I'extrait ou du trolox
I1.2.2.2. Mesure de ’activité anti radicalaire
Principe

L'activité anti radicalaire des extraits a été évaluée sur la base de I'effet de piégeage des radicaux
libres. La méthode utilisée a été celle de Parejo et al. (2000) qui est le test au 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyle (DPPH). En effet, la réduction du DPPH par un capteur de radicaux libres
s’accompagne de son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517 nm.
Une faible absorbance traduit une forte inhibition du DPPH et donc une forte activité

antiradicalaire.
Mode opératoire

Un millilitre de I'EAAC ou de ’EMAC a différentes concentrations (de 100 a 6,25 pg/mL) a
été mélangé avec 2,5 ml de solution de DPPH dans du méthanol (0,1 mM).

Apres incubation a la température ambiante et a I’abri de la lumic¢re pendant 30 minutes,

I'absorbance de chaque solution a été lue a 517 nm a ’aide d’un spectrophotometre.

Un témoin blanc contenant 2,5 ml de méthanol et 2,5 ml de DPPH dans du méthanol a été

réalisé parallélement.
L'acide ascorbique a 100 pg/mL a été utilisé comme référence.

Toutes les mesures ont été effectuées en triple et la moyenne a été calculée.
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La capacité a piéger les radicaux DPPH a permis de déterminer un pourcentage d’inhibition qui

a été calculé selon la formule suivante:
Inhibition du DPPH (%) = [(Ao — A1)] / (Ao)] x 100
Ao : absorbance de la solution de DPPH en I’absence d’extrait (blanc)
A : absorbance de la solution de DPPH en présence de I’extrait (essai)
11.2.2.3. Méthode ABTS
Principe

La méthode utilisée a été celle de Re et al. (1999). Le test est basé sur la capacité¢ d’un
antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS " (2,2'- Azino-Bis (3 - éthylbenzoThiazoline
-6- Sulfonique acide), de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS" incolore, par

piégeage d’un proton par I’antioxydant.

Une comparaison a été faite avec la capacité du Trolox, analogue structural hydrosoluble de la
vitamine E, a capturer ’ABTS*. La décroissance de ’absorbance causée par ’antioxydant

refléte la capacité de capture du radical libre.
Mode opératoire

Un volume de 0,1 ml de 'EAAC ou de ’EMAC a différentes concentrations (de 100 a 6,25
png/mL) a ét¢ mélange a 2,5 ml du réactif ABTS. Apres incubation a la température ambiante et
a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes, l'absorbance de chaque solution a été déterminée a

734 nm a ’aide d’un spectrophotométre.

Un témoin blanc contenant 2,5 mL de méthanol et 2,5 mL du réactif ABTS a été réalisé

parallelement.
Le trolox a 100 pg/mL a été utilisé comme référence.

Toutes les mesures ont été effectuées en triple avec calcul de leurs moyennes.
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Le pourcentage d'inhibition de ’ABTS a été calculé selon la formule suivante :
Pourcentage inhibition (%) = [(Ao — A1)] / (A0)] x 100.
Ao : l'absorbance du radical ABTS.
A1 : I'absorbance de I'échantillon ABTS radical en présence de 1’extrait
I1.2.3. Tri phytochimique
I1.2.3.1. Caractérisation des groupes phytochimiques

Nous avons caractérisé les différents groupes chimiques, c’est-a-dire les polyphénols, les
flavonoides, les alcaloides, les tanins et les saponosides, en nous référant aux techniques

décrites dans les travaux de Ronchetti et Russo (1971), Hegnauer (1973), Wagner (1983).

11.2.3.1.1. les polyphénols

Principe

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de caractériser les polyphénols. Les

polyphénols forment avec le chlorure ferrique une coloration bleu-noiratre ou verte.

Mode opératoire

A 2 ml d’EAAC ou d’EMAC, nous avons ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure
ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée
revelait la présence de polyphénols. L’appréciation de cette coloration a été faite

comparativement a un compos¢ phénolique de référence.

11.2.3.1.2. les flavonoides

Principe

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Les flavonoides forment en
solution alcoolique diverses colorations selon leurs structures chimiques. Ainsi, en présence de
flavones, la coloration est orange, avec les flavonols, elle est rouge, et elle est rouge-violacée

avec les flavonones.
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Mode opératoire

Deux (2) ml d’EAAC ou d’EMAC ont été évaporés et le résidu a été repris dans 5 ml d’alcool
chlorhydrique dilué 2 fois. En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y avait un dégagement
de chaleur puis une coloration rose orangée ou violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool

isoamylique intensifiait cette coloration qui confirmait la présence de flavonoides.

I1.2.3.1.3. les tanins

Principe

La recherche des tanins a été réalisée a partir du réactif de Stiasny. Les tanins catéchiques, sous
forme condensée, ont été précipités en gros flocons par chauffage suivi de refroidissement. Les
tanins galliques se présentent sous forme hydrolysables. Ils ont été hydrolysés apres addition

d’acétate de sodium, et ont formé un précipité bleu-noir en présence de FeCls.

Mode opératoire

Cinq (5) ml d’EAAC ou d’EMAC ont été évaporés a sec. Apres ajout de 15 ml du réactif de
Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au bain-marie a 80°C pendant 30 minutes.

L’observation d’un précipité en gros flocons caractérisait les tanins catéchiques.

Pour les tanins galliques, nous avons filtré la solution précédente. Le filtrat a été recueilli et
saturé d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCl; a provoqué 1’apparition d’une

coloration bleu-noir intense, caractérisant la présence de tanins galliques.

11.2.3.1.4. les alcaloides

Principe

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Burchardat (réactif iodo-ioduré) et de
Dragendorff (réactif a ’iodo-bismuthate de potassium). Les alcaloides se complexent avec les
métaux lourds tels que le bismuth, 1’iode, le mercure, le tungsténe et précipitent sous forme de
sels. Ils forment ainsi un précipité ou une coloration orangée avec le réactif de Dragendorft, et

un précipité de coloration brun-rougeatre avec le réactif de Burchardat.
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Mode opératoire

Six (6) ml d’EAAC ou d’EMAC ont été évaporés a sec. Le résidu a été repris par 6 ml d’alcool
a 60°. L addition de 2 gouttes du réactif de Dragendorff sur la solution alcoolique a provoqué
un précipité ou une coloration orangée. L’ajout de 2 gouttes du réactif de Burchardat sur la
solution alcoolique a provoqué un précipité de coloration brun-rougeatre et indiquait une

réaction positive.

I1.2.3.1.5. les saponosides

Principe

Les saponosides ont été caractérisés par leur pouvoir aphrogéne. En milieu aqueux, les

saponosides ont le pouvoir de former une mousse importante et persistante.

Mode opératoire

Pour rechercher les saponosides, nous avons versé, dans un tube a essais, 10 ml de 1’extrait total
en milieux aqueux. Le tube a été agité pendant 15 secondes puis laissé au repos durant 15
minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indiquait la présence de

saponosides.

I1.2.3.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
11.2.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Singleton et
al. (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’acide phosphtungstique et 1’acide
phosphomolybdique présents dans le réactif de Folin-Ciocalteu sont réduits par les groupements
hydroxyles phénoliques en oxydes bleus de tungstene et de molybdene quantifiables au

spectrophotomeétre a 760 nm.
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Mode opératoire

2500 pl du réctif de folin —Ciocalteu (dilué au 1/10™°) ont été ajoutés a 500 pl d’extrait a 0,1
mg/ml et I’ensemble a été incubé pendant deux minutes a température ambiante. Puis 2000 pl
de bicarbonate de sodium a 75 g/l y ont été ajoutés, suivis immédiatement d’une incubation a
50°C pendant 15 minutes. Apres refroidissement rapide des tubes dans I’eau glacée,
I’absorbance a été lue a 760 nm au spectrophotomeétre. La quantité de composés phénoliques
totaux, en mg/g d’équivalent d’acide gallique (mg EAG), a été déterminée par la courbe
d’¢étalonnage variant de 0 a 250 mg/mL, réalisée avec différentes concentrations d’acide

gallique.
11.2.3.2.2. Dosage des flavonoides totaux
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et al.,
(1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe

dans le visible a 510 nm.

Mode opératoire

500 pg de chaque extrait brut ont été dilués avec 1500 ul d’eau distillée, suivis de 1’ajout de
150 pl de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Apres 5 minutes, 150 pl de trichlorure d’aluminium
(AICl3) a 10% (m/v) ont été rajoutés au mélange. Apres 6 minutes d’incubation a la température
ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% ont été additionnés. Immédiatement, le
mélange a été¢ completement agité afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance de la solution
de couleur rosatre a ¢té lue a 510 nm contre un blanc. Une courbe d’étalonnage a été réalisée
en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant de la quercétine comme contrdle

positif.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de plante étudiée a été exprimée en milligramme

équivalent de quercétine par gramme de la matiere végétale seche (mg EQ/g).
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I1.2.4. Etude de activité hépatoprotectrice de A. cordifolia chez le rat
I1.2.4.1. Principe

L’¢étude a consisté a induire I’hépatotoxicité chez des rats de laboratoire en utilisant des
médicaments antituberculeux a forte dose dans différentes combinaisons (Santhosh et al.,
2007, Saraswathy et al., 1998) sur 10 jours. Ces combinaisons produisent diverses catégories
de Iésions au niveau du foie, y compris une nécrose centrolobulaire et une prolifération des
cellules hépatiques (Graham et al., 2004), se traduisant par une €lévation des valeurs sériques
des parameétres biochimiques spécifiques et non spécifiques d’hépatotoxicité (ALAT, ASAT,
LDH, PAL, BIL T, BIL D). Une substance hépatoprotectrice entrainerait une normalisation des

parametres hépatiques perturbés par I’administration des antituberculeux.
I1.2.4.2. Mode opératoire

11.2.4.2.1. Etude de D’effet des extraits aqueux et méthanolique de A. cordifolia seuls sur

les parameétres hépatiques d’hépatotoxicité

Quarante deux (42) rats des 2 sexes ont été répartis indifféremment en 7 lots de 6 rats chacun

et ont quotidiennement recu pendant 10 jours différentes substances comme suit:
- Lesrats du lot 1 (témoin négatif), une solution saline par gavage;
- Lesrats du lot 2, 'EAAC a 200 mg/kg/jour par gavage;
- Lesrats du lot 3, 'EAAC a 400 mg/kg/jour par gavage;
- Lesrats du lot 4, 'EAAC a 800 mg/kg/jour par gavage ;
- Lesrats du lot 5, 'EMAC a 200 mg/kg/jour par gavage;
- Les rats du lot 6, 'EMAC a 400 mg/kg/jour par gavage;

- Lesrats du lot 7, 'EMAC a 800 mg/kg/jour par gavage.
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11.2.4.2.2. Etude de I’hépatotoxicité induite par I’isoniazide

Cinquante quatre (54) rats des deux sexes ont été répartis en 9 lots de 6 rats chacun et ont

quotidiennement recu pendant 10 jours, différentes substances comme suit:

- Lesrats du lot 1, une solution saline par gavage;

- Lesrats du lot 2, I'INH a 100 mg/kg/jour par gavage;

- Lesrats des lots 3, 4 et 5, I’extrait méthanolique de A. cordifolia respectivement a 200,
400 et 800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres l'administration de 1'INH (100
mg/kg/jour) ;

- Lesrats des lots 7, 7 et 8, I’extrait aqueux de A. cordifolia respectivement a 200, 400 et
800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres I'administration de I'INH (100 mg/kg/jour) ;

- Les rats du lot 9, la silymarine a 100 mg/kg/jour par gavage, 2 h apres 1'administration

de I'INH (100 mg/kg/jour).
11.2.4.2.3. Etude de I’hépatotoxicité induite par ’association isoniazide et rifampicine

Cinquante quatre (54) rats des deux sexes ont été répartis en 9 lots de 6 rats chacun et ont

quotidiennement regu pendant 10 jours, différentes substances comme suit:

- Lesrats du lot 1, une solution saline par gavage;

- Les rats du lot 2, la combinaison INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour) par
gavage;

- Lesrats des lots 3, 4 et 5, ’extrait méthanolique de A. cordifolia respectivement a 200,
400 et 800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres l'administration de la combinaison
INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour).

- Lesrats des lots 6, 7 et 8, I’extrait aqueux de A. cordifolia respectivement a 200, 400 et
800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres 1'administration de la combinaison INH (100
mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour);

- Lesrats du lot 9, la silymarine (100 mg/kg/jour) par gavage, 2 h aprés 1'administration

de la combinaison INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour).
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11.2.4.2.4. Etude de I’hépatotoxicité par D’association isoniazide, rifampicine et

pyrazinamide:

Cinquante quatre (54) rats des deux sexes ont ¢té répartis en 9 lots de 6 rats chacun et ont

quotidiennement recu pendant 10 jours, différentes substances comme suit:

- Lesrats du lot 1, une solution saline par gavage;

- Les rats du lot 2, la combinaison INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour) + PZA
(100 m/kg/jour) par gavage;

- Les rats des lots 3, 4 et 5, I’extrait méthanolique de 4. cordifolia respectivement a 200,
400 et 800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures aprés I'administration de la combinaison
INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour) + PZA (100 m/kg/jour) ;

- Lesrats des lots 6, 7 et 8, I’extrait aqueux de A. cordifolia respectivement a 200, 400 et
800 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres I'administration de la combinaison INH (100
mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour) + PZA (100 m/kg/jour);

- Les rats du lot 9, la silymarine a 100 mg/kg/jour par gavage, 2 heures apres
l'administration de la combinaison INH (100 mg/kg/jour) + RIF (100mg/kg/jour) + PZA
(100 m/kg/jour).

Au terme des 10 jours, les animaux ont été anesthésiés le 11°™ jour par inhalation d’éther. Un
prélevement sanguin par ponction cardiaque a été fait sur tube sec. Apres rétraction du caillot
a température ambiante pendant 30 minutes, le sang a été centrifugé a 2000 tours par minute
pendant 15 minutes pour la séparation du sérum qui a servi a la détermination de I’activité

enzymatique des parametres biochimiques de I’hépatotoxicité.

Les foies de tous les animaux ont €té par la suite prélevés, lavés avec une solution saline froide
et épongés avec du papier-filtre. Ils ont ensuite été fixés dans une solution de formol a 10%

pour l'analyse histologique.
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I1.2.4.2.5. Evaluation de la fonction hépatique

11.2.4.2.5.1. Détermination de Dactivité enzymatique des paramétres biochimiques

sériques d’hépatotoxicité

Le sérum obtenu des rats des différents lots a été utilisé pour déterminer I’activité enzymatique
des parametres biochimiques spécifiques et non spécifiques qui sont connus étre modifiés par
des hépatotoxines, afin d’évaluer 1'activité hépatoprotectrice de 4. cordifolia. 1l s’est agi de
I'ALAT, I'ASAT (Reitman et al., 1957), la PAL (Horn, 1972) et la LDH (Wootton, 1974), la
BIL T et la BIL D (Doumas et al., 1973).

Ces activités enzymatiques ont été déterminées sur un analyseur automatique en utilisant des

cassettes COBAS INTEGRA 400 plus
11.2.4.2.5.1.1. Détermination de I’activité enzymatique des transaminases

La détermination de I’activité enzymatique des transaminases a été effectuée par méthode
cinétique utilisant le couple NAD'/NADH,H", selon les recommandations de la Fédération
Internationale de Chimie Clinique (FICC) (Bergmeyer et al, 1986). Les résultats sont

exprimés en UL/L.

Détermination de ’activité enzymatique de ’alanine amino-transférase

Principe

L’ALAT catalyse la réaction entre la L-alanine et le 2-oxoglutarate. Le pyruvate formé est
réduit par le NADH, dans une réaction catalysée par la lactate déshydrogénase (LDH), pour
donner du L-lactate et du NAD"

ALAT
L- Alanine + 2-oxoglutarate » pyruvate + L- glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H* » L-lactate + NAD"

L’activité catalytique de I’ALAT est déterminée en mesurant la vitesse de disparition de NADH

a la longueur d’onde de 340 nm au spectrophotometre.
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Mode opératoire

Un volume de 0,5 mL de milieu réactionnel contenant du tampon Tris HC1 (100 mM ; pH 7,8),
la L-alanine (500 mM), le 2-oxoglutarate (12 mM), le NADH (0,1 mM), le LDH (>12 kU/L) et

I’azide de sodium 0,05%, a été incub¢ au préalable au bain-marie a 37 °C pendant 2 a 3 minutes.

Un volume de 0,05 ml de sérum a été ensuite ajouté a cette préparation. Apres agitation, la

densité optique a ét€¢ mesurée toutes les minutes pendant 3 min au spectrophotometre a 340 nm.

L’activité enzymatique de I’ALAT (AE ALAT) (Fx = 1745) exprimée en UI/L a été déterminée

de la maniére suivante :

ADO
AE ALAT = x 1745
t (min)

Détermination de ’activité enzvmatique de ’aspartate amino-transférase

Principe

L’ASAT de I’échantillon catalyse le transfert du groupement a-amine entre le L-aspartate et le
2-oxoglutarate pour former de 1’oxaloacétate et du L-glutamate. L’oxaloacétate réagit ensuite

avec le NADH, en présence de malate déshydrogénase (MDH), pour former du NAD",

ASAT
L-Asparate + 2-oxoglutarate » oxalo-acétate + L-glutamate

MDH
Oxalo-acétate + NADH + H* » L-Malate + NAD*

La vitesse d’oxydation du NADH est directement proportionnelle a 1’activit¢ de I’ASAT. On

I’apprécie par la mesure de I’absorbance a 340 nm (diminution).

Mode opératoire

0,5 ml du milieu réactionnel contenant du tampon Tris HCI (80 mM ; pH 7,8), le L-aspartate
(240 M), le 2-oxoglutarate (12 mM), le NADH (0,2 mM), le MDH (> 0,4 kU/L), le LDH (= 0,8
kU/L), et I’azide de sodium 0,05% a été incubé au préalable au bain-marie a 37 °C pendant 2 a

3 min.
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Un volume de 0,05 ml de sérum a été ensuite ajouté a ce mélange réactionnel. Apres agitation,
les densités optiques ont été mesurées toutes les minutes pendant 3 min au spectrophotometre

a 340nm.

L’activité enzymatique de I’ASAT (AE ASAT) (FX=1745) exprimée en UI/L a été déterminée
de la maniére suivante :
ADO

AE ASAT= x 1745
T (min)

11.2.4.2.5.1.2. Détermination de ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline

La détermination de I’activité enzymatique de la PAL s’est faite selon la méthode cinétique
utilisant le couple NAD"/NADH,H". Elle a été réalisée selon les recommandations de la
Fédération Internationale de Chimie Clinique (FICC) Tietz et al., (1983). Les résultats sont

exprimés en UI/L.

Principe

La PAL catalyse I’hydrolyse du 4-nitrophényl-phosphate ester incolore (4-NPP) en 4-
nitrophénoxyde et en phosphate. Le 4-nitrophénoxyde produit par I’hydrolyse enzymatique a
une couleur jaune au pH de la réaction qui est un pH alcalin, voisin de 8,5. Le 2-amino-2-

méthyl-1-propanol (AMP) joue le role d’accepteur de phosphate et de tampon.

PAL
AMP + 4-NPP » 4-nitrophénoxyde + AMP-phosphate

La vitesse de formation du 4-nitrophénoxyde est directement proportionnelle a I’activité

catalytique. On la mesure en appréciant I’augmentation de 1’absorbance a 409 nm.

Mode opératoire

Un volume de 1 ml de milieu réactionnel contenant le 2-amino-2-méthyl-1-propanol (0,35
mol/L), le 4-nitrophényl-phosphate (16 mmol/l), du magnésium (Mg, 2 mmol/l), du zin
(Zn™", 1 mmol/l), et de I’azide de sodium a 0,007% a été incubé au préalable au bain-marie a
37 °C pendant 2 a 3 minutes. Le sérum (0,015 ml) a été ensuite ajouté a cette préparation.
Apres agitation, la densité optique a été mesurée toutes les minutes pendant 3 min au

spectrophotométre a 409 nm.
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L’activité enzymatique de la PAL (AE PAL) (Fx = 3660) exprimée en UI/L a été déterminée
suivant la formule :

DO
AE PAL = x 3660
t (min)

11.2.4.2.5.1.3. Détermination de I’activité enzymatique de la lactate déshydrogénase

La détermination de I’activité enzymatique de la LDH a été réalisée selon la méthode cinétique,
conformément aux recommandations de la Fédération Internationale de Chimie Clinique

(FICC) (Van der Heiden et al., 1994). Les résultats sont exprimés en UI/L.

Principe
La LDH catalyse la réaction entre le pyruvate et le NADH pour former le L- lactate et le NAD".

LDH
Pyruvate + NADH + H* » L-lactate + NAD*

La vitesse initiale d’oxydation du NADH est directement proportionnelle a I’activité catalytique

de la LDH. On mesure la vitesse de diminution de 1’absorbance a 340 nm.

Mode opératoire

Un volume de 1 ml de milieu réactionnel a pH 7,5, contenant du phosphate (48 mmol/l), le
NADH (48 mmol/l) et du pyruvate (0,52 mmol/l) a été incubé au préalable au bain-marie a
37°C pendant 2 a 3 minutes. Le sérum (0,015 ml) a ét€ ensuite ajouté a cette préparation.
Apres agitation, la densité optique a été mesurée toutes les minutes pendant 3 minutes au

spectrophotomeétre a 240 nm.

L’activité enzymatique de la LDH (AE LDH) (Fx = 3660) exprimée en Ul/l a été déterminée

suivant la formule :

DO
AE LDH = x 3660
t (min)
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11.2.4.2.5.1.4. Dosage de la bilirubine directe

Principe

La bilirubine conjuguée ou bilirubine directe réagit directement avec I’acide sulfanilique
diazoté pour former 1’azobilirubine colorée en rouge (Malloy et Evelyn, 1937 ; Jendrassik et

Grif, 1938).

HCl
Acide sulfanilique + NaNO: » acide sulfanilique diazoté

pHI1,4
Bilirubine + acide sulfanilique diazoté » azobilirubine

Le maximum d’absorbance de 1’azobilirubine étant pH dépendant, on utilise un systeme tampon

acide oxalique/acide sulfanilique pour maintenir le pH de la réaction.

Le dosage est spécifique de la bilirubine directe dans le sérum. L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la concentration de bilirubine directe dans I’échantillon. On mesure

I’augmentation de 1’absorbance a 552 nm.

Mode opératoire

A 1 ml du milieu réactionnel composé de 1’acide sulfanilique (13,5 mmol/L), I’acide oxalique
(15,4 mmol/L) et I’acide chlorhydrique (130 mmol/L), a été ajouté du nitrite de sodium (0,5
mmol/L) puis 0,1 mL de sérum. Le blanc échantillon a été réalisé avec 0,1 mL d’eau distillée
en lieu et place du sérum. Aprés une agitation automatique et une incubation a la température
ambiante pendant 5 min, I’absorbance a été lue au spectrophotométre a 552 nm. Une solution

de bilirubine de concentration connue (49,3 mg/L) a été utilisée comme étalon.

La concentration de la bilirubine totale a été déterminée selon la formule suivante :

ADS échantillon
Concentration de bilirubine = x Concentration étalon
Abs étalon

ADS ¢chantillon €St I’absorbance de 1’échantillon

ADbs salon 1’absorbance de 1’étalon.
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11.2.4.2.5.1.5. Dosage de la bilirubine totale

Principe

La concentration de bilirubine totale est déterminée a 1’aide de surfactants qui solubilisent la
bilirubine non conjuguée (bilirubine indirecte), et dénaturent 1’albumine, son transporteur. Les
bilirubines conjuguée et non conjuguée de 1’échantillon réagissent avec 1’acide sulfanilique
diazoté pour former I’azobilirubine colorée en rouge (Malloy et Evelyn, 1937 ; Jendrassik et

Grof, 1938).

HCl
Acide sulfanilique + NaNO2 > acide sulfanilique diazoté

pHI1,4
Bilirubine + acide sulfanilique diazoté » azobilirubine

Le maximum d’absorbance de 1’azobilirubine étant pH dépendant, on utilise un systéme tampon

acide oxalique/acide sulfanilique pour maintenir le pH de la réaction.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de bilirubine totale dans

I’échantillon et est déterminée par la mesure de 1’augmentation de 1’absorbance a 552 nm.
Mode opératoire

A 1 ml du milieu réactionnel composé de I’acide sulfanilique (13,5 mmol/l), I’acide oxalique
(15,4 mmol/l) et ’acide chlorhydrique (130 mmol/l) a été ajouté du nitrite de sodium (3,1
mmol/l) puis 0,1 ml de sérum. Le blanc échantillon a été réalisé avec 0,1 ml d’eau distillée en
lieu et place du sérum. Aprés une agitation automatique et une incubation a la température
ambiante pendant 5 min, I’absorbance a été lue au spectrophotometre a 552 nm. Une solution

de bilirubine de concentration connue (49,3 mg/l) a été utilisée comme étalon.

La concentration de la bilirubine totale a été déterminée selon la formule suivante :

Abs échantillon
Concentration de bilirubine = x Concentration étalon
Abs étalon

ADS ¢chantillon €St 1’absorbance de 1I’échantillon

ADbs salon 1’absorbance de 1’étalon.
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11.2.4.2.5.2. Etude histopathologique des foies

Principe

L’¢étude histopathologique a consisté a rechercher des Iésions hépatiques a 1’ceil nu sur le foie
entier, puis sur des coupes minces et transparentes de tissus de foie au microscope optique apres
une coloration donnant a chaque ¢lément de la cellule, une teinte caractéristique (Redman et

al., 2010).

Mode opératoire

L’étude histopathologique s’est déroulée en différentes étapes :
- Fixation

La fixation permet de conserver les structures tissulaires. Le fixateur que nous avons utilisé est

le formol a 10% dans lequel le foie a été conservé.
- Examen macroscopique

L’examen macroscopique a consisté a observer a 1’ceil nu le foie des rats. Il a permis de noter
I’aspect des foies et de rechercher des Iésions visibles en rapport avec les modifications

tissulaires
- Inclusion en paraffine

L'inclusion en paraffine s’est faite a I’aide d’un automate a inclusion dans lequel toutes les
opérations ci-apres ont été réalisées. Elle a consisté a infiltrer et a enrober les foies a examiner
avec de la paraffine. L'inclusion a été précédée d’une étape de déshydratation qui a consisté a
passer les foies dans des bains d'alcool de degré croissant (50°, 70°, 90°, puis 100°). L’intérét
de la déshydratation est d’éliminer le fixateur. L'alcool est ensuite remplacé par un solvant

miscible a la paraffine, le xylene.

Une fois totalement imprégné, le tissu est placé dans de la paraffine liquide dont la température
est comprise entre 50 et 70°C, ce qui provoque l'évaporation du solvant et sa dissolution dans

la paraffine. Les espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine.

La paraffine est par la suite placée dans de petits moules, a température ambiante, pour son

durcissement et donc la rigidification des fragments tissulaires prélevés. Nous avons procedé
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alors au démoulage qui a permis d’obtenir des fragments tissulaires inclus dans un bloc de

paraffine.
- Coupe au microtome

Le bloc de paraffine contenant le tissu est coupé en fins rubans de 3 a 5 um a 1’aide d’un
microtome. Plusieurs motifs de coupe tissulaire sont étalés sur des lames. Les lames ont été par
la suite déparaffinées a I’étuve afin d'assurer une bonne adhésion des tissus a la lame avant

coloration.
- Coloration des lames

La coloration utilisée au cours de notre étude a été celle a I'hématoxyline-éosine (HE).
L'hématoxyline colore les noyaux en violet foncé, et 1'¢osine colore les cytoplasmes en rose. La

technique de coloration a ’HE est mise en annexe de ce document.

Les modifications cellulaires observées sont considérées minimes lorsqu’elles apparaissent sur
1/3 du champ d’observation, modérées si elles occupent la moitié¢ du champ, et séveres si elles

occupent plus de la moitié¢ du champ d’observation.
I1.2.4.5. Considérations éthiques

L’utilisation des animaux a ¢été faite selon les regles éthiques internationales sur

I’expérimentation animale (Veissier 1, 1999).
I1.2.4.6. Analyse et traitement des données

Les résultats obtenus ont été exprimés en moyenne + écart type. L’analyse statistique des
résultats a été réalisée par le logiciel SPSS v 18.0. La représentation graphique des données a
¢été effectuée a partir du logiciel Graph Pad Prism 7.00. La comparaison des moyennes a ¢té
faite a I’aide du test non paramétrique de Wilcoxon. La différence a ét€¢ considérée comme

significative si p < 0,05.
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[III. Résultats]




I11.1. Rendements
I11.1.1. Rendement de séchage

Les feuilles fraiches pesaient 4204g, et les feuilles séches, 1703g, ce qui a donné un rendement

de séchage de 40,51%.
II1.1.2. Rendement d’extraction

L’extraction au méthanol a 70% (EMAC) a donné 15,96 g de résidu sec pour 100 g de poudre
de feuilles, soit un rendement de 15,96%. Le résidu sec issu de I’extraction aqueuse (EAAC)

pesait quant a lui 8,14 g pour 100 g de poudre de feuilles, soit un rendement de 8,14%.
I11.2. Résultats de I’activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante des extraits aqueux et méthanolique de feuilles de A. cordifolia a été
évaluée par trois méthodes a savoir la réduction du fer (FRAP), I’activité antiradicalaire vis-a-
vis du DPPH et de ’ABTS. Les substances références utilisées étaient le trolox pour le FRAP
et ’ABTS, et la vitamine C pour le DPPH.

II1.2.1. Pouvoir réducteur

La figure 11 montre les résultats du pouvoir réducteur de 'EAAC, de ’EMAC et du Trolox.
L’EAAC et PEMAC ont un pouvoir réducteur qui augmente proportionnellement avec la
concentration, traduisant une activité dose dépendante. Il en est de méme pour le trolox. Le

pouvoir réducteur de ’EAAC et celui de TEMAC semblent superposables (p>0,05).
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II1.2.2. Activité antiradicalaire DPPH

Les résultats de ’activité antiradicalaire de ’EAAC, de ’EMAC et de la vitamine C sont
consignés sur la figure 12. L’EAAC et ’EMAC ont un pouvoir d’inhibition du radical DPPH
qui augmente proportionnellement avec la concentration. Ce pouvoir semble superposable entre

L’EAAC, ’EMAC et la vitamine C (p>0,05).
II1.2.3. Activité antiradicalaire ABTS

Les résultats de 1’activité antiradicalaire de ’EAAC, de ’EMAC et du trolox sont représentés
sur la figure 13. L’EAAC et ’EMAC ont un pouvoir de stabilisation de I’ABTS qui augmente
proportionnellement avec la concentration. Le pouvoir réducteur de '’EAAC, de ’EMAC et

celui du trolox semblent superposables.
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Figure 11: Pouvoir réducteur des extraits de feuilles de 4. cordifolia et du trolox.

EAAC : extrait aqueux de 4. cordifolia ; EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia.
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Figure 12: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des extraits de feuilles de 4. cordifolia

et de la vitamine C.

EAAC : extrait aqueux de 4. cordifolia ; EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia ; VIT
C : vitamine C
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Figure 13: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS des extraits de feuilles de 4. cordifolia

et du trolox.

EAAC : extrait aqueux de 4. cordifolia ; EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia.
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I11.3. Résultats du tri phytochimique
I11.3.1. Caractérisation phytochimique

Le tri phytochimique a permis de rechercher dans les extraits totaux aqueux et méthanolique de
A. cordifolia cinq groupes chimiques capables de posséder une activité pharmacologique. Il
s’est agi des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des alcaloides et des saponosides. Le
tableau V résume les résultats sur cette recherche. L’extrait aqueux de 4. cordifolia contient
des polyphénols, des flavonoides, des tanins catéchiques et des alcaloides. L’extrait

méthanolique est différent par I’absence de tanins et la présence de saponosides.
I11.3.2. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

La teneur en polyphénols et en flavonoides de chaque extrait a été déterminée et représentée

sur la figure 14.

La teneur en polyphénols totaux de chaque extrait a été exprimée en mg équivalent d’acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g). L’extrait méthanolique contient 0,0554+0,002 mg
EAG/g, et D’extrait aqueux (0,035£0,001 mg EAG) cette différence en teneur est
statistiquement significative (p=0,02).

La teneur en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia a été exprimée
en mg équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g). L’extrait méthanolique

contient 0,054+0,002 mg EQ/g, et I’extrait aqueux, 0,048+0,001 mg EQ (p=0,06).
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Tableau V: caractérisation chimique des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia.

Polyphénols | Flavonoides Tanins Alcaloides | Saponosides
Catéchiques | Galliques
EAAC + + + - + -
EMAC + + - - + +

+ : présence ; - : absence

EAAC : extrait aqueux de 4. cordifolia

EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia
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Figure 14: Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits aqueux et

méthanolique de 4. cordifolia.

* EMAC vs EAAC: statistiquement différent (p=0,02)
EAAC : extrait aqueux de 4. cordifolia. EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia
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Conclusion partielle

Les extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia ont montré une activité
antioxydante in vitro. Cette activité se traduit par leur pouvoir réducteur du fer, leur pouvoir
antiradicalaire de piégeage des radicaux DPPH et ABTS. L’activité antioxydante des extraits

est superposable a celle des substances références utilisées dans cette étude (Trolox et vitamine

Q).

La caractérisation phytochimique a révélé la présence de polyphénols, de flavonoides et
d’alcaloides dans les deux extraits. L’extrait aqueux renferme en plus des tanins catéchiques, et

I’extrait méthanolique, des saponosides.

Le dosage des polyphénols a permis de noter une teneur plus élevée dans I’extrait méthanolique.

La teneur en flavonoides par contre, n’est pas différente dans les deux extraits.
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I11.4. Résultats sur activité hépatoprotectrice

I11.4.1. Résultats sur les dosages biochimiques

111.4.1.1. Effet sur les transaminases

I11.4.1.1.1. Effets des extraits seuls sur les valeurs normales des transaminases sériques

L’effet propre de ’EAAC et de ’EMAC a été évalué sur I’activité enzymatique sérique des
transaminases (ALAT et ASAT) et les différentes valeurs moyennes sont représentées sur les

figures 15 et 16.

Les différentes doses de I’EAAC seul n’ont pas entrainé d’augmentation de [’activité
enzymatique de ’ALAT comparativement au lot ayant recu le NaCl (p>0,05), la valeur sérique
moyenne de I’ALAT chez les rats témoins étant de 39,88+4,86 Ul/l. Par contre ’EMAC a
entrainé une augmentation, mais non significative de ces valeurs (p>0,05). Ce constat est le
méme sur la concentration sérique de I’ASAT qui était de 196,99+16,18 UI/I chez le rat ayant
recu le NaCl, et qui n’a pas augmenté sous I’EAAC seul, mais qui a subi une augmentation non

significative avec ’EMAC (p>0,05).
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Figure 15: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les valeurs sériques normales de 1’alanine

amino-transférase chez le rat
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Figure 16: Effet des extraits de A. cordifolia sur les valeurs sériques normales de 1’aspartate

amino-transférase chez le rat
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111.4.1.1.2. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par I’isoniazide
I11.4.1.1.2.1. Effet sur ’alanine amino-transférase

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de I’ALAT sont représentées sur la figure
17. L’INH a 100 mg/kg a entrainé une ¢€lévation de I’activité enzymatique sérique de ’ALAT
(p = 0,028) chez les rats I’ayant regu comparativement aux rats ayant recu le NaCl. Cette
augmentation tend a plus que doubler les valeurs sériques de I’ALAT (2,21 fois), la faisant

passer de 36,55+0,69 UI/l a 80,92+2,58 UI/L.

L’administration des différentes doses de ’EMAC, de ’EAAC et de la silymarine aux rats a

permis une réduction significative des différentes valeurs perturbées (p < 0,05).

Les effets des différents extraits ont ét¢ comparés a celui de la silymarine (substance de
référence utilisée), et n’a montré aucune différente significative quel que soit I’extrait et la dose
(p > 0,05). La comparaison des différents extraits entre eux a permis d’observer une activité

similaire entre "EMAC et ’EEAC (p > 0,05).

La comparaison des différentes doses de ’EMAC n’a montré aucune différence significative
(p > 0,05), quoique I’activité semble dose-dépendante. Il en est de méme des différentes doses

de ’EAAC.
111.4.1.1.2.2. Effet sur I’aspartate amino-transférase

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de ’ASAT sont représentées sur la figure
18. L’INH a 100 mg/kg a entrainé une ¢élévation des concentrations sériques de I’ASAT (p =
0,028) chez les rats intoxiqués comparativement aux rats ayant recu le NaCl. L’INH a fait passé
ainsi les valeurs sériques de I’ALAT de 190,1+5,88 UI/l a 359,1 + 22,79 Ul/l. Cette

augmentation est de I’ordre du double (1,89 fois).

L’administration des différentes doses de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
de PEAAC a 800 mg/kg et de la silymarine aux rats a permis de réduire de facon significative
les différentes valeurs perturbées (p < 0,05). L’EAAC a 200 mg/kg et a 400 mg/kg n’a pas

entrainé une baisse significative des valeurs de I’ASAT (p = 0,143).

Un effet similaire a été noté¢ entre TEMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de
I’EAAC a 800 mg/kg et de la silymarine (p > 0,05).
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Figure 17: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de

I’alanine amino-transférse par I’isoniazide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH : Isoniazide, EMAC :
extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM :
silymarine
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Figure 18: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de

I’aspartate amino-transférase par I’isoniazide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH : Isoniazide, EMAC :
extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM :
silymarine
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I11.4.1.1.3. Effet des extraits sur ’hépatotoxicité induite par ’association isoniazide et

rifampicine
111.4.1.1.3.1. Effet sur ’alanine amino-transférase

L’effet des extraits de plante sur I’activité enzymatique de ’ALAT a été évalué et représenté
sur la figure 19. L ’association INH+RIF a entrainé une élévation de 2,3 fois la concentration

sérique de I’ALAT, de 36,56+0,69 a 84,42+15,82 U/l (p = 0,02).

L’administration de PTEMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de TEAAC a 200
mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, ainsi que de la silymarine aux rats, a permis de réduire de

facon significative les concentrations de I’ALAT perturbées (p < 0,05).

La comparaison des effets des différentes doses de ’EMAC, de ’EAAC et de ’effet de la

silymarine n’a permis de noter de différence significative (p >0,05).
111.4.1.1.3.2. Effet sur I’aspartate amino-transférase

Les valeurs moyennes sériques de I’ASAT sont représentées sur la figure 20. La valeur
moyenne sérique de I’ASAT chez le rat t¢émoin négatif était de 190,1+5,88 Ul/l. L’association
INH+RIF a entrainé¢ une élévation de 1,88 fois cette valeur (p = 0,02), la faisant passer a

359,7+21,18 U/

L’administration de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de ’EAAC a 800
mg/kg, et de la silymarine respectivement aux différents groupes de rats, a permis de réduire de
fagon significative I’élevation de D’activité enzymatique d’ASAT induite par 1’association
INH+RIF (p < 0,05). L’EAAC a 200 mg/kg et a 400 mg/kg ont entrainé une baisse non
significative des valeurs d’ASAT perturbées

La comparaison de PEMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de ’EAAC a 800

mg/kg, et de la silymarine n’a pas montré de différence significative (p >0,05).
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Figure 19: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de

I’alanine amino-transférase par 1’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH+RIF :
Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine.
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Figure 20: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de
I’aspartate amino transférase par I’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH+RIF :

Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine

100



I11.4.1.1.4. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide,

rifampicine et pyrazinamide
111.4.1.1.4.1. Effet sur I’alanine amino-transférase

L’association INH+RIF+PZA a entrainé une ¢élévation de I’activité enzymatique de ’ALAT
(p=0,028) de I'ordre de 1,73 fois. Cette association a fait augmenter les valeurs sériques de
I’ALAT en les faisant passer de 36,56+0,69 Ul/l, valeur du rat t¢émoin négatif, a 63,12+5,34
UIL

L’effet des extraits de la plante sur de I’activité enzymatique de I’ALAT a été évalué et
représenté sur la figure 21. L’administration des différentes doses de ’EMAC a 200 mg/kg, a
400 mg/kg et a 800 mg/kg, de PTEAAC a 800 mg/kg et de la silymarine aux rats a permis une
réduction significative des différentes valeurs perturbées de ’ALAT (p <0,05). L’EAAC a 200
mg/kg et a 400 mg/kg n’a pas entrainé une baisse significative des valeurs de ’ALAT (p >
0,05).

Une activité similaire a été notée entre ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de
I’EAAC a 800 mg/kg et de la silymarine (p > 0,05).

I11.4.1.1.4.2. Effet sur I’aspartate amino-transférase

L’association INH+RIF+PZA n’a pas entrainé d’élévation de 1’activité enzymatique de ’ASAT
(p=0,34). Les valeurs moyennes sériques de I’ASAT sont représentées sur la figure 22.
L’administration de ’EMAC a 800 mg/kg a fait réduire significativement les concentrations de
I’ASAT (p=0,04) en la faisant passer de 190,1+5,88 Ul/l a 127,4+7,28 Ul/l. Les autres doses
des différents extraits n’ont présenté aucun effet sur I’ASAT comparativement au lot témoin

négatif (p > 0,05).
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Figure 21: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de
I’alanine amino-transférase par 1’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé¢ au témoin négatif (NaCl), INH+RIF+PZA :

Isoniazide+Rifampicine+ Pyrazinamide, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia,
EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM : silymarin
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Figure 22: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de
I’aspartate amino-transférase par I’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé¢ au témoin négatif (NaCl), INH+RIF+PZA :
Isoniazide+Rifampicine+ Pyrazinamide, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia,
EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Conclusion partielle sur les transaminases

Toutes les combinaisons d’antituberculeux (INH, INH+RIF, INH+RIF+PZA) ont entrainé une
augmentation de ’ALAT d’environ 2 fois la valeur du témoin négatif. Seuls I'INH et

I’INH+RIF ont entrainé une augmentation de I’ASAT de I’ordre de 1,8 fois.

Toutes les doses des extraits ont permis une diminution significative des valeurs de ’ALAT
perturbées aussi bien par I’INH seul que par I'INH+RIF. Les valeurs de ’ALAT perturbées par
I’INH+RIF+PZA n’ont été¢ diminuées significativement que par TEMAC a 200 mg/kg, a 400
mg/kg et a 800 mg/kg, ainsi que par ’EAAC a 800 mg/kg. L’EAAC a 200 mg/kg et a 400
mg/kg a entrainé une diminution, mais non significative des valeurs de I’ALAT perturbées par

I’INH+RIF+PZA.

Concernant ’ASAT, I’administration de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
ainsi que par PTEAAC a 800 mg/kg a permis une diminution significative des valeurs perturbées
par I’INH seul et par 'INH+RIF. L’EAAC a 200 mg/kg et a 400 mg/kg ont entrainé une

diminution, mais non significative des valeurs perturbées.

Par ailleurs, les extraits seuls n’ont pas entrainé de perturbation significative de I’activité
enzymatique des transaminases (ALAT et ASAT), avec cependant une augmentation non

significative observée avec 1’extrait méthanolique.
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I11.4.1.2. Effet sur la phosphatase alcaline
111.4.1.2.1. Effets des extraits seuls

L’effet de I’administration des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia a été évalué sur
la PAL et représenté sur la figure 23. Les extraits n’ont pas entrainé de perturbation de 1’activité
enzymatique de la PAL (p>0,05) comparativement au lot ayant recu le NaCl pour lequel la

valeur sérique de la PAL était de 152,83+13,08 UI/1.
111.4.1.2.2. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par ’isoniazide

L’effet des extraits de plante sur les concentrations sériques de la PAL a été évalué et représenté
sur la figure 24. L’INH n’a pas entrainé de perturbations de 1’activité enzymatique de la PAL
(p =0,91). L’administration des différentes doses de ’EMAC, de ’EAAC est resté également

sans influence sur cette activité (p>0,05).
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Figure 23 : Effet propre des extraits de A. cordifolia sur les valeurs sériques la phosphatase

alcaline chez le rat
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Figure 24: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

phosphatase alcaline par 1’isoniazide
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111.4.1.2.3. Effet des extraits sur ’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide et

rifampicine

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de la PAL sont représentées sur la figure 25.
L’association INH+RIF a entrainé une élévation de 1’activité enzymatique de la PAL (p = 0,04)
de 1,44 fois. Les valeurs sériques de la PAL qui étaient de 152,83+13,08 UI/L, sont passées a
219,40+29,74 UI/L.

L’administration des différentes doses de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg, et de 'TEAAC a
200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, ainsi que de la silymarine, a entrainé une diminution,
mais non significative des valeurs perturbées de la PAL (p>0,05). Seul ’TEMAC a 800 mg/kg a
permis une réduction significative des valeurs perturbées de la PAL (p = 0,04) la faisant passer

4 157,8+9,09 UL/

111.4.1.2.4. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par ’association isoniazide,

rifampicine et pyrazinammide

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de la PAL sont représentées sur la figure 26.
L’association INH+RIF+PZA n’a entrainé aucune perturbation de 1’activité enzymatique de la
PAL (p=0,11). Les valeurs sériques de la PAL qui étaient de 152,83+13,08 UI/l sont restées
sans variation significative. L’administration des extraits de feuilles de 4. cordifolia a été

également sans incidence sur cette activité.
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Figure 25: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

phosphatase alcaline par 1’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 compar¢ au témoin négatif (NaCl), INH+RIF:
Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Figure 26: Effet des extraits de 4. cordifolia et sur les perturbations des valeurs sériques de la

phosphatase alcaline par 1’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide
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Conclusion partielle sur la PAL

L’incidence des antituberculeux sur les concentrations sériques de la PAL a été la suivante :
I’INH seul, et 1’association INH+RIF+PZA ont ét¢ sans incidence (p>0,05). L’administration
des différentes doses des différents extraits de feuilles de 4.cordifolia n’a pas influencé les

valeurs de la PAL.

L’association a provoqué quant a elle, une augmentation significative de 1,44 fois des valeurs
de la PAL (p=0,04). L’EMAC a 800 mg/kg, administré a la suite de la combinaison
INH+RIF, a permis une diminution significative de la PAL (p = 0,04). Les autres doses des

extraits ont entrainé une diminution mais non significative de la PAL.

Les extraits seuls n’ont pas perturbé les concentrations sériques de la PAL.
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I11.4.1.3. Effet sur la lactate déshydrogénase
111.4.1.3.1. Effets des extraits seuls

L’effet propre de I’administration des extraits aqueux et méthanoliques de A. cordifolia a été
évalué sur ’activité enzymatique sérique de la LDH et représenté sur la figure 27. Les extraits
seuls n’ont pas entrainé de perturbation des valeurs de la LDH (p>0,05) comparativement au
lot ayant recu le NaCl. Les rats du lot ayant recu le NaCl ont eu en effet une concentration

sérique moyenne en LDH de 2301+105,5 UI/1.
I11.4.1.3.2. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par ’isoniazide

L’effet des extraits de plante sur sur 1’activité enzymatique sérique de la LDH a été évalué et
représenté sur la figure 28. L’INH n’a pas entrainé de perturbations des valeurs de la LDH (p
= 0,75). L’administration des différentes doses de ’EAAC est restée sans influence sur les
valeurs sériques de la PAL (p>0,05). Par contre, ’"EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800
mg/kg, a entrainé une diminution significative des valeurs de la LDH comparativement au lot

témoin négatif (NaCl).
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Figure 27: Effet propres des extraits de A. cordifolia sur les valeurs sériques normales de la

lactate déshydrogénase chez le rat

113



z 3000 T
s N
;g 2000 §
; 1000 §
g N\

Figure 28: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

lactate déshydrogénase par I’isoniazide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH : Isoniazide, EMAC :
extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM :

silymarine
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111.4.1.3.3. Effet des extraits sur ’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide et

rifampicine

L’effet des extraits de plante sur 1’activité enzymatique sérique de la LDH a été évalué et
représenté sur la figure 29. L’association INH+RIF n’a pas entrainé d’¢élévation de la
concentration de la LDH. Les valeurs sériques de la LDH ont plutdt baissé a 1618+59,10 UT/1,
comparativement a celles des rats du lot ayant regu le NaCl qui étaient de 2301+105,5 UUI (p
=0,02).

Les différents extraits administrés n’ont pas non plus entrainé d’¢lévation des valeurs de la
LDH. Au contraire, ils tendent a rehausser les valeurs de la LDH vers la valeur du lot témoin

négatif.

111.4.1.3.4. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide,

rifampicine et pyrazinamide

L’effet des extraits de plante sur 1’activité enzymatique sérique de la LDH a été¢ évalué et
représenté sur la figure 30. L’administration de I’association INH+RIF+PZA n’a pas eu
d’incidence sur les valeurs de la LDH (p=0,75). L’administration des extraits de feuilles de A.

cordifolia a été également sans incidence sur ces valeurs.
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Figure 29: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

lactate déshydrogénase par 1’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH+RIF :
Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Figure 30: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

lactate déshydrogénase par I’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide
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Conclusion partielle sur la LDH

L’administration de I’'INH n’a pas entrainé¢ d’augmentation de la LDH. Les extraits
administrés n’ont pas non plus perturbé les valeurs de la LDH. L’administration de I’extrait

méthanolique a permis plutot une diminution de 1’activité enzymatique sérique de la LDH.

L’INH+RIF a entrainé une diminution significative de I’activité enzymatique sérique de la
LDH. Les différents extraits administrés au contraire, tendent a rehausser cette activité vers

celle du lot témoin négatif.

L’INH+RIF+PZA a été sans effet sur les valeurs de la LDH. Il en a ét¢ de méme apres

administration des extraits de feuilles de A. cordifolia.

Par ailleurs, les extraits, administrés seuls n’ont pas perturbé 1’activité enzymatique sérique de

la LDH chez le rat.
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111.4.1.4. Effet sur la bilirubine directe
111.4.1.4.1. Effets des extraits seuls

L’effet de I’administration des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia a été évalué sur
la BIL D et représenté sur la figure 31. Les extraits aux différentes doses n’ont pas perturbé¢ les
valeurs sériques de la BIL D (p>0,05). Cette valeur était de 0,36+0,05 UI/l chez les rats ayant
recu le NaClL

I11.4.1.4.2. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par ’isoniazide

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de la BIL D des différents lots de rats sont
représentées sur la figure 32. L’INH a entrainé une ¢élévation des concentrations sériques de la
BIL D (p = 0,028) chez les rats intoxiqués comparativement aux rats ayant regu le NaCl. Cette
augmentation est de 1’ordre de 1,80 fois la valeur des rats du lot témoin négatif, qui de 0,36+0,05

Ul/I est passée a 0,65+0,13 UI/1.

L’administration des différentes doses de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
et de ’EAAC a 400 mg/kg et a 800 mg/kg respectivement aux lots de rats, a permis de réduire
de facon significative les différentes valeurs perturbées (p < 0,05). L’EAAC a 200 mg/kg et la

silymarine n’ont pas entrainé de baisse significative des valeurs de la BIL D (p > 0,05).

Une activité similaire a été notée entre '"EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, et
I’EAAC a 400 mg/kg et a 800 mg/kg (p > 0,05).
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Figure 31: Effet des extraits de A. cordifolia seuls sur les valeurs sériques nrmales de la

bilirubine directe cez le rat
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Figure 32: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine directe par I’isoniazide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH : Isoniazide, EMAC :
extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM :

silymarine.
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111.4.1.4.3. Effet des extraits sur ’hépatotoxicité induite par ’association isoniazide et

rifampicine

L’effet des extraits de plante sur les concentrations sériques de la BIL D a été évalué et
représenté sur la figure 33. L’association INH+RIF a entrainé une ¢élévation de la BIL D
(p=0,02) de I’ordre de 7,83 fois. Cette augmentation est passée de 0,36+0,05 Ul/l avec les rats
ayant recu le NaCl, a 2,81+0,33 UL/l avec les rats ayant recu la combinaison d’antituberculeux.
L’administration des extraits de plantes et de la silymarine n’a pas permis de réduction
significative des valeurs perturbées de la BIL D. Toutefois, cette perturbation n’a pas été

aggravée par les extraits de feuilles de 4. cordifolia.

111.4.1.4.4. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide,

rifampicine et pyrazinamide

L’effet des extraits de plante sur les concentrations sériques de la BIL D a été¢ évalué et
représenté¢ sur la figure 34. L’association INH+RIF+PZA a entrainé une augmentation
significative des valeurs de la BIL D (p=0,02) de 7 fois la valeur du témoin négatif. La valeur

de la concentration sérique de la BIL D est passée en effet de 0,36+0,05 UI/I a 2,53+0,60 UI/1.

L’administration des doses de ’EMAC a permis une diminution significative des valeurs
perturbées par la combinaison des antituberculeux (p<0,05). Toutefois, les valeurs de la BIL D
obtenues restent statistiquement supérieures a celle du lot témoin négatif. Les doses de ’EAAC

n’ont pas entrainé de modification significative des valeurs de la BIL D (p>0,05).
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Figure 33: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine directe par I’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 compar¢ au témoin négatif (NaCl), INH+RIF:
Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de A. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Figure 34: Effet des extraits de 4. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine directe par I’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide

2 test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), b test de Wilcoxon: p<0,05

comparé au témoin positif (INH+RIF+PZA), INH+RIF+PZA : Isoniazide+Rifampicine+
Pyrazinamide, EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A.
cordifolia, SILYM : silymarine
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Conclusion partielle sur la BIL D

L’INH a augmenté¢ les valeurs de la BIL D de 1,8 fois. Quand la RIF et/ou le PZA ont été

associée, I’augmentation a ét¢ de 7 fois environ la valeur des rats du lot témoin négatif.

L’INH a augmenté les valeurs de la BIL D de 1,8 fois. L’administration de ’EMAC a 200
mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, et de ’EAAC a 400 mg/kg et a 800 mg/kg a permis une

diminution significative des valeurs de la BIL D.

Quand le degré de perturbation de la BIL D a été plus important notamment avec les
associations INH+RIF et INH+RIF+PZA. L’effet des extraits de plante a été faible, voire nulle,
notamment pour I’extrait aqueux. L’extrait méthanolique a permis une baisse, mais non
significative des valeurs de la BIL D perturbées, alors que 1’extrait aqueux est resté sans effet

sur ces valeurs.

Les extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia, administrés seuls, n’ont pas

perturbé la teneur sérique de BIL D.
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111.4.1.5. Effet sur la bilirubine totale
I11.4.1.5.1. Effets des extraits seuls

L’effet de I’administration des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia a été évalué sur
la BIL T et représenté sur la figure 35. Aucun des extraits n’a entrainé de perturbation
significative des valeurs de la BIL T (p>0,05) comparativement au lot ayant recu le NaCl pour

lequel cette valeur était de 0,87+0,08 UI/1.
I11.4.1.5.2. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par ’isoniazide

Les valeurs moyennes des concentrations sériques de la BIL T sont représentées sur la figure
36. L’INH a entrainé une ¢élévation des concentrations sériques de la BIL T (p = 0,028) chez les
rats intoxiqués comparativement aux rats ayant recu le NaCl. Cette augmentation est de 2,13
fois la valeur des rats du lot t¢émoin négatif. Les concentrations sériques de la BIL T sont passées

en effet, aprés administration de I’'INH, de 0,87+0,08 UI/l a 1,28+0,10 UI/1.

L’administration des différentes doses de ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
de ’EAAC a 800 mg/kg et de la silymarine aux rats a permis de réduire de fagon significative
les différentes valeurs perturbées (p < 0,05). L’EAAC a 200 mg/kg et a 400 mg/kg n’a pas

entrainé une baisse significative des valeurs de la BIL T (p > 0,05).

Une activité similaire a été notée entre ’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, de
I’EAAC a 800 mg/kg et de la silymarine (p > 0,05).
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Figure 35: Effet des extraits de A. cordifolia seuls sur les valeurs sériques normales de la

bilirubine totale chez le rat
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Figure 36: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine totale par 1’isoniazide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH : Isoniazide, EMAC :
extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM :

silymarine
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111.4.1.5.3. Effet des extraits sur ’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide et

rifampicine

Les valeurs moyennes de la BIL T sont représentées sur la figure 37. L’association INH+RIF
a entrainé une ¢lévation de la de la BIL T (p=0,02) de I"ordre de 3,73 fois, signifiant une

variation de 0,87+0,80 Ul/l a 3,25+0,41 UI/L.

Les différents extraits n’ont présenté aucun effet sur les valeurs sériques perturbés de la BIL T
par I’association INH+RIF, sans pour autant les aggraver comparativement aux rats du lot
témoin positif (p > 0,05). LEMAC a 800 mg/kg a tout de méme permis une diminution, mais

non significative des valeurs perturbées de la BIL T, les ramenant a 2,414+0,21 UI/.

I11.4.1.5.4. Effet des extraits sur I’hépatotoxicité induite par I’association isoniazide,

rifampicine et pyrazinamide

L’association INH+RIF+PZA a entrainé une augmentation significative des valeurs de la BIL
D (p=0,02) d’environ 5,29 fois la valeur du témoin négatif, la faisant passer de 0,87+0,08 UI/l

a4,61+0,63 UI/L. Les valeurs moyennes de la BILT sont représentées sur la figure 38.

L’administration des doses de I’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia et de
’extrait aqueux a 800 mg/kg a permis une baisse, mais non significative de la teneur en BIL

T. Les doses de 200 mg/kg et de 400 mg/kg de I’extrait aqueux ont été sans effet (p>0,05).
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Figure 37: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine totale par I’association isoniazide et rifampicine

*test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH+RIF :
Isoniazide+Rifampicine, EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia, EAAC : extrait aqueux
de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Figure 38: Effet des extraits de A. cordifolia sur les perturbations des valeurs sériques de la

bilirubine totale par 1’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide

* test de Wilcoxon: p<0,05 comparé au témoin négatif (NaCl), INH+RIF+PZA :
Isoniazide+Rifampicine+ Pyrazinamide, EMAC : extrait méthanolique de 4. cordifolia,

EAAC : extrait aqueux de A. cordifolia, SILYM : silymarine
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Conclusion partielle sur la BIL T

L’administration des antituberculeux a perturbé le taux de BIL T. I’INH et 'INH+RIF ont
entrainé une augmentation des valeurs de plus de 2 fois la valeur du témoin négatif.
L’INH+RIF+PZA a provoqué une ¢élévation de la BIL T de plus de 5 fois la valeur du témoin

négatif.

L’EMAC a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg ont réduit significativement les valeurs
perturbées de la BIL T par I’'INH.

Seul PEMAC a 800 mg/kg a entrainé une diminution, mais non significative des valeurs

perturbées de la BIL T par I’administration de I’'INH+RIF.

Aucun extrait n’a eu d’effet sur les perturbations de la BIL T induites par ’INH+RIF et par

I’INH+RIF+PZA. Toutefois, la perturbation de ces valeurs n’a pas été aggravée.

Les doses de I’extrait méthanolique, et 1’extrait aqueux a 800 mg/kg ont entrainé une baisse,
mais non significative de la BIL T perturbée par 1’administration de 1’association

INH+RIF+PZA.

Les extraits, administrés seuls ont été sans incidence sur la concentration sérique de BIL T.
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I11.4.2. Résultats de I’étude histopathologique

La structure des foies des animaux a ¢été observée et représentée sur les figures 39 a 59. Les
anomalies observées sont essentiellement les Ilésions élémentaires de clarification, de
ballonisation, de nécrose acidophile, de péliose et de stéatose micro et macrovacuolaire. Le
tableau VI ci-dessous indique les différentes 1ésions élémentaires observées, sachant que le foie

d’un méme rat peut associer plusieurs I¢sions a la fois.
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Tableau VI: Lésions élémentaires observées avec les antituberculeux et les effectifs de foies

Clarification Ballonisation Nécrose Péliose Stéatose
acidophile
INH 1/6 1/6 4/6 2/6 2/6

(16,67%) (16,67%)  (66,67%)  (33,33%)  (33,33%)

INH+RIF 3/6 1/6 3/6 1/6 2/6
(50%) (16,67%) (50%) (16,67%) = (33,33%)

INH+RIF+PZA 0/6 0/6 2/6 3/6 2/6
(0%) (0%) (33,33%) (50%) (33,33%)
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I11.4.2.1. Résultats de I’histopathologie du foie non intoxiqué

L’observation de la section du foie du rat témoin négatif (non intoxiqué) montre sur la figure
39 un parenchyme hépatique normal avec des travées hépatocytaires réguliéres, un espace porte

et une veine centrolobulaire.
I11.4.2.2. Résultats de I’effet des extraits seuls sur I’histologie du foie

Les microphotographies des sections de foie ayant recu uniquement les extraits de A. cordifolia
sont représentées sur les figures 40 et 41. Elles montrent une structure hépatique normale sans

particularité.
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Figure 39 (HE x 250) : microphotographie du foie du rat témoin non intoxiqué montrant un

parenchyme hépatique normal avec un espace porte et une veine centrolobulaire.
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Figure 40 (HE x 250): microphotographie du foie du rat ayant regu 1’extrait méthanolique de
feuilles de 4. cordifolia seul a 800 mg/kg montrant un parenchyme hépatique normal avec un

espace porte et une veine centrolobulaire
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Travées hépatocytaires

Figure 41 (HE x 250) : microphotographie du foie du rat ayant recu 1’extrait aqueux de feuilles
de A. cordifolia seul a 800 mg/kg montrant un parenchyme hépatique normal avec un espace

porte, une veine centrolobulaire et des travées hépatocytaires
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I11.4.2.3. Résultats de ’histopathologie du foie intoxiqué par I’isoniazide et ayant recu les

extraits de A. cordifolia

La figure 42 montre la microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’'INH. On y observe

une nécrose acidophile et un infiltrat inflammatoire.

Les sections du foie intoxiqué par I’'INH et traité par '"EMAC a 800 mg/kg, ’EMAC a 400
mg/kg ou ’EAAC a 800 mg/kg sont représentées sur les figures 43, 44 et 45. Elles montrent

un parenchyme hépatique normal.

Par contre, les autres doses des extraits ont été sans effet sur les 1ésions hépatocytaires induites
par I’'INH comme c’est le cas avec ’EMAC a 200 mg/kg, ’EAAC a 400 mg/kg et 'EAAC a
200 mg/kg dont les microphotographies des foies des rats montrent une stéatose micro et
macrovacuolaire (figures 46 et 47), une clarification, une dilatation sinusoidale et une stéatose

(figures 48).
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Nécrose acidophile

Figure 42 (HE x 400) : microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’isoniazide, montrant

une nécrose acidophile et un infiltrat inflammatoire
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Figure 43 (HE x 400): microphotographie du foie intoxiqué par I’isoniazide et traité par
I’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a 800 mg/kg, montrant un espace porte et une

disparition de la nécrose induite par 1’isoniazide
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Figure 44 (HE x 250): microphotographie du foie intoxiqué par I’isoniazide et traité par

I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 800 mg/kg, montrant une structure normale
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Figure 45 (HE x 250): microphotographie du foie intoxiqué par I’isoniazide et traité par

I’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a 400 mg/kg, montrant une structure normale.
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Figure 46 (HE x 400) : microphotographie du foie intoxiqué par ’isoniazide et traité par

I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 400 mg/kg, montrant une stéatose micro et

macrovacuolaire
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Figure 47 (HE x 400) : microphotographie du foie intoxiqué par l’isoniazide et traité par
I’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a 200 mg/kg, montrant une stéatose micro et

macrovacuolaire
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Figure 48 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’isoniazide et traité par
I’extrait aqueux de feuilles de 4. cordifolia a 200 mg/kg, montrant une dilatation sinusoidale et

une stéatose
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111.4.2.4. Résultats de I’histopathologie du foie intoxiqué par D’association

isoniazide+rifampicine et ayant recu les extraits de 4. cordifolia

L’observation de la section du foie du rat intoxiqué par I’INH+RIF montre sur la figure 49 une
clarification, une nécrose acidophile modérée avec désorganisation trabéculaire et des

hépatocytes associant des stéatoses micro et macrovacuolaires.

Les microphotographies de la section du foie intoxiqué par ’INH+RIF et traité par ’EMAC a
800 mg/kg, TEMAC a 400 mg/kg ou ’EAAC a 800 mg/kg sont représentées sur les figures 50,
51 et 52. Elles montrent une structure de foie avec des travées régulieres avec ’EMAC a 800
mg/kg, une stéatose minime avec ’EMAC a 400 mg/kg, et une clarification et une ballonisation
minime avec ’EAAC a 800 mg/kg. Les foies des rats ayant regu 'INH+RIF et traité¢ par
I’EAAC a 400 mg/kg ou par TEMAC a 200 mg/kg présentent également une clarification et
une ballonisation, mais aussi une nécrose acidophile avec une désorganisation trabéculaire

(figures 53 et 54).
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Figure 49 (HE x 400) : microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’association isoniazide
et rifampicine, montrant une nécrose acidophile, une stéatose micro et macrovacuolaire et des

1ésions de clarification.
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Espace porte

Figure 50 (HE x 250) : microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’association isoniazide
et rifampicine et traité par I’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a 800 mg/kg,

montrant des travées hépatocytaires réguliéres et un espace porte
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Stéatose

Figure 51 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’association isoniazide
et rifampicine et traité par 1’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a 400 mg/kg,

montrant une stéatose minime
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Figure 52 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par I’association isoniazide

et rifampicine et traité par I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 800 mg/kg, montrant

des lésions de clarification et de ballonisation
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Figure 53 (HE x 400) : microphotographie du foie intoxiqué par I’association isoniazide et

rifampicine et traité par I’extrait aqueux de feuilles de 4. cordifolia a 400 mg/kg, montrant des
foyers de nécrose acidophile, de clarification et de ballonisation avec désorganisation

trabéculaire
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Figure 54 (HE x 400) : microphotographie du foie intoxiqué par ’association isoniazide et
rifampicine et traité par D’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a 200 mg/kg,
montrant des foyers de nécrose acidophile, de clarification et de ballonisation avec

désorganisation trabéculaire
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I11.4.2.5. Résultats de Dhistologie du foie intoxiqué par [Passociation

isoniazide+rifampicine+pyrazinamide et ayant recu les extraits de A. cordifolia

La figure 55 montre la section du foie du rat intoxiqué par 'INH+RIF+PZA. Elle montre une

péliose, des foyers de dilatation des capillaires sinusoides et une nécrose acidophile.

Les sections du foie intoxiqué par I’'INH+RIF+PZA et traité par ’EMAC a 800 mg/kg, ’TEMAC
a 400 mg/kg, ’EAAC a 800 mg/kg ou I’EAAC a 400 mg/kg sont représentées respectivement
sur les figures 56, 57, 58 et 59. Elles montrent une dilatation de la veine centrolobulaire avec
I’EMAC a 800 mg/kg, une stéatose avec ’EMAC a 400 mg/kg, une péliose et une clarification
avec ’EAAC a 800 mg/kg, et une stéatose et une péliose avec 'EAAC a 400 mg/kg.
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Figure 55 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par 1’association isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide, montrant une péliose, des foyers de dilatation des capillaires

sinusoides et une nécrose acidophile
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Figure 56 (HE x 250): microphotographie du foie du rat intoxiqué par 1’association isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide et traité par 1’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a

800 mg/kg, avec une dilatation de la veine centrolobulaire
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Figure 57 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par 1’association isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide et traité par 1’extrait méthanolique de feuilles de A4. cordifolia a

400 mg/kg, montrant une stéatose
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Clarification

Figure 58 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par 1’association isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide et traité par I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 800

mg/kg, montrant une clarification et une péliose
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Péliose

Stéatose

Figure 59 (HE x 400): microphotographie du foie du rat intoxiqué par 1’association isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide et traité par ’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 400

mg/kg, montrant une stéatose et une péliose

159



II1.5. Résultats sur la mortalité des rats

Des rats sont morts au cours de notre étude. Le tableau VII ci-dessous montre les pourcentages
de mortalité. Aucune mortalit¢ n’a été¢ observée avec les rats ayant recu uniquement les
antituberculeux. Aucune mortalité n’a non plus été observée avec les rats ayant recu seulement

les extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia.

160



Tableau VII: Pourcentage de mortalité au cours de 1’étude de 1’effet hépatoprotecteur des

extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia

EMAC 200 6 0 0,00
EMAC 400 6 0 0,00
EMAC 800 6 0 0,00
EAAC 200 6 0 0,00
EAAC 400 6 0 0,00
EAAC 800 6 0 0,00
INH 6 0 0,00
INH+EMAC 200 6 0 0,00
INH+EMAC 400 6 1 16,67 Jio
INH+EMAC 800 6 1 16,67 Js
INH+EAAC 200 6 1 16,67 J3
INH+EAAC 400 6 0 0,00
INH+EAAC 800 6 0 0,00
INH+SILYMARINE 6 0 0,00
INH+RIF 6 0 0,00
INH+RIF+EMAC 200 6 0 0,00
INH+RIF+EMAC 400 6 0 0,00
INH+RIF+EMAC 800 6 1 16,67 Jio
INH+RIF+EAAC 200 6 1 16,67 J7
INH+RIF+EAAC 400 6 0 0,00
INH+RIF+EAAC 800 6 1 16,67 J2
INH+RIF+SILYMARINE 6 0 0,00
INH+RIF+PZA 6 0 0,00
INH+RIF+PZA+EMAC 200 6 1 16,67 J2
INH+RIF+PZA+EMAC 400 6 1 16,67 Js
INH+RIF+PZA+EMAC 800 6 1 16,67 J1o
INH+RIF+PZA+EAAC 200 6 0 0,00
INH+RIF+PZA+EAAC 400 6 0 0,00
INH+RIF+PZA+EAAC 800 6 0 0,00
INH+RIF+PZA+SILYMARINE 6 0 0,00
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[IV. Discussion]




Le foie est le principal organe impliqué dans le métabolisme et la détoxification de diverses
substances endogenes et exogenes (Akindele et al., 2010; Santhosh et al., 2007). Cependant,
les cellules du foie sont sujettes a une attaque et une nécrose par les radicaux libres (Pramod
et al., 2008) qui entrainent des 1ésions cellulaires. Ces I€sions résultent d’une réaction de ces
radicaux libres avec les acides gras polyinsaturés de la membrane hépatocytaire, a 1’origine de
troubles de la fluidité, de la perméabilité et de la stabilité. La médecine conventionnelle
fournissant a I’heure actuelle trés peu de médicaments qui pourraient protéger efficacement le
foie contre ces I€sions, I’utilisation des plantes médicinales devient une opportunité. Nous nous
sommes proposé des lors, dans cette étude, d’évaluer I’activité hépatoprotectrice d’un extrait
aqueux et d’un extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia contre I’hépatotoxicité induite

par les médicaments antituberculeux chez le rat.

L’originalité de ce travail réside dans le fait que les précédentes études d’activité
hépatoprotectrice de A. cordifolia, I’ont été dans un modele animal en utilisant des agents
hépatotoxiques comme le paracétamol a forte dose (2 g/kg) ou le tétrachlorure de carbone
(réactif chimique). Cependant, les antituberculeux, notamment 1’isoniazide, la rifampicine et le
pyrazinamide, sont responsables a dose usuelle de nombreux effets indésirables hépatiques

(Blumberg et al., 2003; Yee et al., 2003).
IV.1. Activité antioxydante in vitro et tri phytochimique

En prélude a I’étude de I’activité hépatoprotectrice des extraits de feuilles de A. cordifolia,
’activité antioxydante de ces extraits a été évaluée in vitro par les méthodes de réduction du
fer (Yildirim et al., 2001), de pi¢geage du radical de DPPH (Parejo et al, 2000) et de
stabilisation du radical ABTS (Re et al., 1999). Un tri phytochimique suivi d’un dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides ont été réalisés pour identifier les groupes chimiques qui

pourraient étre responsables de I’activité antioxydante.

La méthode de réduction du fer permet, a la présence des réducteurs dans un extrait, de
provoquer la réduction de fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?"). Les antioxydants sont
considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007).
D’autres études ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé pourrait servir
comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004 ;
Kumaran et Karunakaran, 2007). Nos résultats ont montré que les extraits aqueux et

méthanolique de feuilles de A. cordifolia ont un pouvoir de réduction du fer dose dépendante.
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Une activité similaire a été observée entre les deux extraits pouvant étre justifiée par leur
composition phytochimique. En effet, la présence de polyphénols dans les deux extraits pourrait
justifier leur pouvoir de réduction du fer. Les travaux de Yildirim et al. (2001) ont montré un

lien entre les composés phénoliques et le pouvoir réducteur.

Le radical DPPH implique un processus de transfert d'atomes d'hydrogene (Kaviarasan et al.,
2007). L’activité antiradicalaire se traduit par un don d’¢électrons ou de protons réduisant la
forme radicalaire hydrazyle du DPPH en forme non radicalaire hydrazine. Toutes les substances
dotées capacité de piégeage de radicaux libres sont qualifiées d’antioxydants (Dehpour et al.,
2009). Les extraits aqueux et méthanolique de A. cordifolia ont pié¢gé le radical DPPH et de ce
fait, peuvent avoir une activité antioxydante. Cette activité antioxydante est superposable entre
les extraits et a celle de la vitamine C utilisée comme référence. Cette activité pourrait étre
attribuée également a la présence de polyphénols dans les deux extraits. En effet, selon Zeng
et Wang (2001), les polyphénols possédent une activité antioxydante due a leur potentiel
d’oxydoréduction qui leur permet de neutraliser les radicaux libres par don d’électrons ou de

protons.

Le radical ABTS™" est généré par oxydation de 'ABTS" avec du persulfate de potassium et est
réduit en présence d’agents antioxydants donneurs d'hydrogene (Re et al., 1999). Nos résultats
ont montré que les extraits aqueux et méthanolique de A. cordifolia possedent un pouvoir de
réduction du radical ABTS™ qui est dose dépendante, avec une activité superposable entre
I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux et le trolox. La présence de polyphénols pourrait

justifier également cette activité (Shiney et Ganesh, 2012).

Il est ressort une potentielle activité antioxydante des extraits aqueux et méthanolique de
feuilles de 4. cordifolia. Des études ont montré que I’activité antioxydante était principalement
due a la présence de polyphénols (Shiney et Ganesh, 2012). Manga et al. (2004) ont découvert
aussi que les flavonoides posseédent des activités anti-oxydantes. Huong et al. (1998) ont
montré également que les saponosides étaient doués de propriétés antioxydantes. En effet, la
présence de saponosides et une teneur plus importante de polyphénols dans D’extrait
méthanolique pourrait justifier la supériorité d’activité de cet extrait par rapport a I’extrait

aqueux, quoique la différence ne soit pas statistiquement significative.

Cette activité antioxydante est globalement superposable a celle du trolox et de la vitamine C.

Osadebe et al. (2012) ont également montré au cours de leur étude une activité¢ antioxydante
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superposable de ’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a celle de la vitamine C.
D’autres études sur un extrait éthanolique de feuilles de A. cordifolia ont montré une meilleure

activité antioxydante que la vitamine E (Olalelye et al., 2006).

L’activité antioxydante des extraits aqueux et méthanolique de feuilles de A. cordifolia pourrait
contribuer a leur conférer un effet protecteur du foie qui est sujet d’attaque et de nécrose par les

radicaux libres (Pramod et al., 2008).
IV.2. Activité hépatoprotectrice

L’activité hépatoprotectrice des extraits aqueux et méthanolique de 4. cordifolia a été mise en
évidence en utilisant des antituberculeux a forte dose, sur 10 jours. La combinaison de
médicaments antituberculeux, utilisée dans la présente étude pour induire une hépatotoxicité
chez les animaux de laboratoire, est un modele bien établi (Saraswathy et al., 1998). Ils
produisent divers degrés de dommages au foie, y compris une nécrose centrolobulaire, une
prolifération des cellules du foie (Graham et al, 2004) et une suppression du systeme

antioxydant.

Les lésions oxydatives médiées par un médicament antituberculeux sont généralement
attribuées a la formation d'espéces hautement réactives de I'oxygene qui agissent comme des
stimulateurs de la peroxydation des lipides et une source de destruction et d'endommagement
des membranes cellulaires (Georgieva et al., 2004; Santhosh et al., 2007 ). Des altérations de
divers mécanismes de défense cellulaire constitués de composants enzymatiques et non
enzymatiques ont été rapportées dans I'hépatotoxicité induite par 1’isoniazide ou I’association

1soniazide et rifampicine (Tasduq et al., 2005).

La réduction de la fonction antioxydante hépatique a ¢galement été¢ suggérée comme 1'un des
autres mécanismes d'hépatotoxicité causés par les médicaments antituberculeux. Des études de
cas tant chez 1'animal que chez I'homme ont montré que cette hépatotoxicité induite par la
combinaison d’antituberculeux se manifeste principalement par une stéatose hépatocellulaire et
une nécrose centrolobulaire associée a une cholestase. Il a été suggéré que les métabolites
toxiques de l'isoniazide se lient de maniere covalente aux macromolécules cellulaires

(Tostmann et al., 2008).

La fonction hépatique peut étre évaluée en estimant les activités de I'ALAT, de I'ASAT, de la

PAL, de la LDH et de la bilirubine (Ahsan et al., 2009). En cas d’atteinte hépatique avec Iésions
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hépatocellulaires et nécrose cellulaire parenchymateuse, ces enzymes sont libérées des tissus
endommagés et leurs taux augmentent dans le flux sanguin (Nkosi et al, 2005). 1l s’agit en
effet de d’enzymes hépatiques liées aux fonctions sous-cellulaires des mitochondries (Dwivedi
et al., 1993). De plus, la PAL et la BIL D sont deux enzymes dont le taux augmente au cours
des obstructions des voies biliaires (Seetharam et al., 1986; Précis de terminologie médicale,
1987). Le taux de BIL T, quant a lui, augmente lorsque la fonction métabolique du foie est

altérée (Précis de terminologie médicale, 1987).
IV.2.1. Effets des extraits seuls sur les parametres biochimiques d’hépatotoxicité

Les extraits méthanolique et aqueux, administrés seuls a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et & 800
mg/kg sur 10 jours n’ont pas entrainé de perturbations des paramétres biochimiques
d’hépatotoxicité. Seul I’extrait méthanolique a entrainé une augmentation, mais non
significative (p>0,05) des transaminases. Les autres parametres (PAL, LDH, BIL D et BIL T)

n’ont pas €té perturbés.

Une augmentation significative de ’activité enzymatique des transaminases a cependant été
retrouvée chez des rats males par d’autres auteurs en administrant aussi un extrait méthanolique
de feuilles A. cordifolia a 800 mg/kg et a 1600 mg/kg sur 8 jours (Ajibade et Olayemi, 2015).
A. cordifolia est cependant considérée comme une plante a marge de sécurité ¢élevée en
administration unique (OCDE, 1998). Par ailleurs, au cours de 1’extraction, nous avons utilisé
du méthanol a 70% contrairement a Ajibade et Olayemi (2015) qui ont utilisé le méthanol pur.
L’abaissement du titre du méthanol pourrait expliquer 1’absence de toxicité¢ de notre extrait,
puisqu’aussi I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia ne s’est pas montré toxique. De plus,
le lieu de la récolte pourrait étayer cette absence de toxicité de notre extrait a 800 mg/kg. Nous
avons en effet récolté la plante de notre étude a I’état sauvage en Cote d’Ivoire alors que

Ajibade et Olayemi (2015) ont fait leur récolte dans un jardin botanique au Nigeria.
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IV.2.2. Hépatotoxicité induite par I’isoniazide

L’isoniazide seul a entrainé une augmentation des transaminases (ALAT et ASAT), de la BIL
D et de la BIL T, qui pourrait traduire une hépatite cytolytique (Bénichou, 1990 ; Pessayre et
al., 1999 ; Navarro et Senior, 2006). Les valeurs de la PAL et de la LDH n’ont pas été

perturbées par ’isoniazide.

L’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
ainsi que I’extrait aqueux a 400 mg/kg et a 800 mg/kg ont réduit les valeurs perturbées des
transaminases (ALAT et ASAT), de la BIL D et de la BIL T. Cette capacité des extraits a baisser
ces valeurs pourrait suggérer un effet hépatoprotecteur des feuilles de 4. cordifolia. Cet effet se
manifesterait par une stabilisation de la membrane hépatique et une régénération des
hépatocytes. L’ extrait empécherait en outre un relargage des enzymes hépatiques au niveau du
torrent sanguin par une réduction des lésions tissulaires (Madhu et al, 2012 ; Singh et al.,
2012). La bilirubine est I'un des marqueurs le plus prédictif de la gravité de la nécrose et son
accumulation témoigne des fonctions de conjugaison, ainsi que de la capacité excrétoire des
hépatocytes. La diminution de la bilirubine sérique indiquerait I'efficacité des extraits dans la
restauration du fonctionnement normal du foie. Par conséquent, la réduction du taux d’ALAT
et de bilirubine supposerait une amélioration dans le mécanisme de sécrétion des cellules
hépatiques. En effet, I'efficacité de toute substance hépatoprotectrice dépend de sa capacité a
réduire l'effet nocif ou a redonner une physiologie hépatique normale, suite a I’ intoxication avec
un agent hépatotoxique (Madhu et al., 2012 ; Singh et al., 2012). Les résultats obtenus avec
les rats ayant recu les extraits de plantes apres intoxication, montreraient alors un effet

protecteur des extraits contre les dommages induits par I’isoniazide.

L’extrait méthanolique semble avoir eu une meilleure activité que 1’extrait aqueux, puisque
méme a 200 mg/kg, il a un effet. Cela pourrait étre justifié par le fait que les solvants plus
polaires sont 8 méme d’extraire plus de principes actifs pour une meilleure activité, comme
observé avec les rendements d’extraction. Cela pourrait étre confirmé par la teneur de
flavonoides retrouvé dans I’extrait méthanolique (0,054+0,002 mg EAG) comparativement a
I’extrait aqueux (0,048+0,001 mg EAG) (p=0,06). Manga et al. (2004) ont découvert que les
flavonoides possedent des activités anti-oxydantes qui pourraient contribuer a conférer une
meilleure activité hépatoprotectrice de [’extrait méthanolique de A. cordifolia contre

I’hépatotoxicité de ’isoniazide chez le rat. Cette activité des extraits de plante semble méme
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meilleure a celle de la silymarine utilisée comme substance dans cette étude (Parthasarathy et

al., 2007) puisqu’elle a été sans effet sur les valeurs de la BIL D perturbée par 1’isoniazide.
IV.2.3. Hépatotoxicité induite par I’association isoniazide et rifampicine

L’association isoniazide et rifampicine a élevé non seulement les transaminases (ALAT et
ASAT), la BIL D et de la BIL T tout comme I’isoniazide seul, mais aussi la PAL, ce qui pourrait
refléter ici, une hépatite mixte (Bénichou, 1990 ; Pessayre et al., 1999 ; Navarro et Senior,

2006 ).

L’administration de I’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia a 800 mg/kg a permis
une diminution significative des transaminases (ALAT et ASAT) et de la PAL, et une
diminution, mais non significative de la teneur en BIL D et en BIL T. Les autres doses de
I’extrait méthanolique (200 mg/kg et a 400 mg/kg), ainsi que ’extrait aqueux a 800 mg/kg,
n’ont quant a eux, réduit de facon significative uniquement que les valeurs perturbées des

transaminases (ALAT et ASAT).

En effet, le degré de perturbation de la BIL D lorsque la rifampicine, est pass¢ de 1,80 a 7,83
fois la valeur des rats non intoxiqués, ce qui signifierait une cytolyse et/ou une cholestase
sévere. Les extraits de plante semblent donc peu actifs en cas d’hépatite mixte sévere. L extrait
méthanolique a 800 mg/kg posséderait tout de méme une activité plus marquée, par son effet
sur PALAT, I’ASAT, la PAL et méme sur la BIL D et la BIL T, quoique la réduction de la
teneur en BIL D et en BIL T ne soit pas significative. Le solvant d’extraction et la bonne teneur
en composés phytochimiques, notamment en flavonoides (Manga et al., 2004), qui en

découlent, pourraient justifier cette activité de 1’extrait méthanolique a 800 mg/kg.
IV.2.4. Hépatotoxicité induite par I’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide

L’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide a entrainé une augmentation de I’ALAT,
de la BIL D et de la BIL T, ce qui traduirait également une hépatite cytolytique (Bénichou,
1990 ; Pessayre et al., 1999 ; Navarro et Senior, 2000).

L’extrait méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
ainsi que I’extrait aqueux a 800 mg/kg ont réduit les valeurs perturbées de I’ALAT. L’extrait
méthanolique de feuilles de 4. cordifolia a 400 mg/kg et a 800 mg/kg a entrainé par ailleurs une
diminution non significative des valeurs de la BIL D et de la BIL T. En effet I’association

1soniazide, rifampicine et pyrazinamide a également augmenté le degré de perturbation de la
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BIL D avec qui est passé¢ a 7 fois la valeur des rats non intoxiqués au lieu de 1,80 fois avec
I’isoniazide seul, ainsi que le degré de perturbation de la BIL T qui est passé de 2 a plus de 5
fois la valeur du témoin non intoxiqué. L’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide
entrainerait une cytolyse sévére. Les extraits de plante semblent donc moins actifs en cas

d’hépatite cytolytique sévere.

En définitive, les extraits de feuilles de A. cordifolia sont dotés d’une capacité a réduire
I’activité des enzymes (ALAT, ASAT, PAL, BIL D et BIL T) rélarguées dans le flux sanguin
par la lyse des cellules hépatiques et/ou une obstruction des voies biliaires suite a une
intoxication par les antituberculeux. Cette activit¢ a été plus marquée avec I’extrait
méthanolique a 200 mg/kg, a 400 mg/kg et a 800 mg/kg, ainsi que 1’extrait aqueux a 400 mg/kg
et a 800 mg/kg lorsque I’agent hépatotoxique était I’isoniazide seul. Lorsque la rifampicine a
été associée, 1’extrait méthanolique a 800 mg/kg a maintenu son activité. Une activité moins
marquée a été noté avec les autres doses de 1’extrait méthanolique, et I’extrait aqueux a 800

mg/kg. Il en est de méme quand le pyrazinamide a été ajouté a la combinaison.

Cette capacité a baisser les valeurs de ces enzymes pourrait conférer aux extraits de feuilles de
A. cordifolia, une activité hépatoprotectrice. Cette activité se manifesterait par une stabilisation
de la membrane hépatique et une régénération des hépatocytes. Les extraits empécheraient en
outre un relargage des enzymes hépatiques au niveau du torrent sanguin par une réduction des

1ésions tissulaires (Madhu et al., 2012 ; Singh et al., 2012).

L’activité hépatoprotectrice d’un extrait éthanolique et d’un extrait méthanolique de feuilles de
A. cordifolia a déja été démontrée chez le rat contre 1’hépatotoxicité induite par le paracetamol
a forte (Olaleye et al., 2006 ; Olaleye et al., 2007 ; Arhoghro et al., 2015) et par le tétra
chlorure de carbone (Osadebe et al., 2012). Les résultats de nos travaux sur I’extrait aqueux et
I’extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia confirment cette propriété de 4. cordifolia,

plante trés prisée en médecine traditionnelle africaine.

Cependant, il a été constaté des rats morts avec les extraits chez lesquels 1’effet hépatoprotecteur
a ¢ét¢ manifestement meilleur, tandis que dans les lots des rats ayant regu uniquement 1’agent
hépatotoxique ou uniquement I’extrait de feuilles de 4. cordifolia, il n’y a pas eu de mortalité.
Il serait alors important d’explorer la cause de cette mortalité afin de savoir s’il existe un lien

avec ’association des antituberculeux et les extraits de feuilles de 4. cordifolia.
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Par ailleurs, 1’effet hépatoprotecteurs des extraits de feuilles de 4. cordifolia ne serait-il pas di
a une interaction pharmacocinétique entre les antituberculeux et les extraits ? Au niveau de
I’absorption, les extraits n’auraient-ils pas empéché I’absorption des antituberculeux qui aurait
pu entrainer une diminution de la biodisponibilité¢ des antituberculeux et pas conséquent, une
réduction de leur effet hépatotoxique? Cette hypothese pourrait étre réfutée puisque les extraits
ont ét¢ administrés deux (2) heures apres les antituberculeux. L’absorption des antituberculeux
n’aurait donc pas €té entravée par les extraits en déhors de toute induction enzymatique au

niveau intestinal.

Pour ce qui est de la distribution, les extraits de feuilles de A. cordifolia auraient-ils interagi
avec la diffusion des antituberculeux au niveau hépatique, amenuisant ainsi leur effet ? Cette

hypothése reste discutable compte tenu de la demi vie relativement longue des antituberculeux.

Au sujet du métabolisme, sachant que A. cordifolia est substrat du cytochrome P450, et que la
rifampicine est un inducteur enzymatique, les extraits de feuilles de 4. cordifolia n’ auraient pas
pu accélérer le métabolisme des antituberculeux, donc n’auraient pas atténué leur effet

hépatotoxique.

Concernant I’excrétion, A. cordifolia n’aurait-elle pas par un effet diurétique accélérer
I’excrétion des agents hépatotoxiques, diminuant leur effet ? Cette hypothese reste également

discutable vu le temps de séjour long des antituberculeux dans 1’organisme.

Cependant, on pourrait retenir I’hypothése que les extraits aqueux et méthanolique de feuilles
de A. cordifolia seraient hépatoprotecteurs puisque dans d’autres modeles d’hépatotoxicité
induite par le paracétamol a forte dose (Olaleye et al., 2006 ; Olaleye et al., 2007 ;
Arhoghro et al., 2015) ou par le tétrachlorure de carbone (Osadebe et al., 2012), A4.

cordifolia s’est montré hépatoprotecteur.
IV.2.5. Effet des extraits sur I’histopathologie des foies des rats

Les antituberculeux administrés dans cette étude, se sont montrés toxiques pour le foie.
L’isoniazide a entrainé des lésions de nécrose acidophile et un infiltrat inflammatoire;
I’association isoniazide et rifampicine a provoqué une clarification, une nécrose acidophile, une
stéatose et une désorganisation trabéculaire; et 1’association isoniazide, rifampicine et
pyrazinamide a entrainé des lésions de péliose, des foyers de dilatation des capillaires

sinusoides et une nécrose acidophile. Divers études de cas chez I'animal ou chez 'homme ont
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montré que I’hépatotoxicité induite par la combinaison d’antituberculeux se manifeste
principalement par une stéatose hépatocellulaire et une nécrose centrolobulaire associée a une
cholestase, par liaison covalente des molécules médicamenteuses aux macromolécules
cellulaires (Tostmann et al, 2008). Les perturbations des paramétres biochimiques
d’hépatotoxicité (ALAT, ASAT, PAL, BIL D et BIL T) pourraient étre justifiées par cette

atteinte hépatocellulaire.

L’administration des extraits de 4. cordifolia, notamment 1’extrait méthanolique a 400 mg/kg
et a 800 mg/kg et I’extrait aqueux a 800 mg/kg a permis d’atténuer les dommages causées par
ces antituberculeux comme le montrent les images de 1’étude histopathologique. L’extrait
méthanolique, a toutes les doses, a prévenu les 1ésions de nécrose et I’infiltrat inflammatoire
induits par I’isoniazide. Quant a I’extrait aqueux de feuilles de A. cordifolia a 200 mg/kg, il n’a
pas protégé le foie. Les doses les plus fortes de 1’extrait aqueux de feuilles de 4. cordifolia,
c’est-dire 400 mg/kg et 800 mg/kg associées a I’isoniazide ont manifestement protégé le foie

puisque les coupes histologiques n’ont pas révélé de Iésions.

Lorsqu’on observe les images d’histopathologie des foies de rats ayant recu l’association
isoniazide+rifampicine et 1’extrait méthanolique a 800 mg/kg, 1’on note une disparition des
1ésions hépato-cellulaires et une régularisation des travées hépatocytaires. Avec 1’extrait
méthanolique a 400 mg/kg, il persiste encore une stéatose minime. La dose 200 mg/kg de
I’extrait méthanolique a été sans effet sur les dommages histologiques causés par 1’association
isoniazide+rifampicine. Avec I’extrait aqueux a 800 mg/kg, il y a également une regretion de
la nécrose acidophile, la microphotographie ne montrant qu’une clarification et une

ballonisation. Les autres doses de 1’extrait aqueux n’ont pas protége le foie.

Pour ce qui est de I’association isoniazide+rifampicine+pyrazinamide, il y a eu une péliose, une
nécrose acidophile et une dilatation des capillaires sinusoides qui ont été atténuées par les
extraits de 4. cordifolia. En effet, les images de foie de rat ayant regu I’extrait méthanolique a
800 mg/kg ne montrent qu’une dilatation de la veine centrolobulaire avec résorption de la
péliose et de la nécrose acidophile. Il en est de méme avec 1’extrait méthanolique a 400 mg/kg
qui a permis une disparition de la péliose et de la nécrose acidophile avec tout de méme une
persistance de stéatose. L’extrait aqueux a 800 mg/kg et a 400 mg/kg ne semble pas avoir
protégé le foie car les images des foies des rats qui I’ont ont regu, montrent encore des foyers

de péliose, de clarification et de stéatose.
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Par ailleurs, ces extraits administrés seuls, n’ont entrainé¢ ni nécrose, ni clarification, ni
ballonisation, ni stéatose hépatique. Les microphotographies des foies des rats ayant recu
uniquement les extraits sont le reflet de 1’absence de perturbation des parameétres biochimiques

observée.

Les résultats de nos travaux sont en accord avec les travaux de Jacob et al. (2014) qui, au cours
d’une étude dans un modele animal d’hépatotoxicité, ont montré que 4. cordifolia atténuait les

1ésions hépatocellulaires induites par le paracétamol a forte dose.

Cependant, Ajibade et Olayemi (2015) ont montré que 1’extrait méthanolique de 4. cordifolia,
administré seul a 800 mg/kg et a 1600 mg/kg sur 8 jours, provoquait des Iésions

hépatocellulaires.

A. cordifolia est cependant considérée comme une plante 2 marge de sécurité élevée en
administration unique (OCDE, 1998). Par ailleurs, au cours de 1’extraction, nous avons utilis¢
du méthanol a 70% contrairement a Ajibade et Olayemi (2015) qui ont utilisé le méthanol pur.
L’abaissement du titre du méthanol pourrait expliquer I’absence de toxicité de notre extrait. De
plus, le lieu de la récolte pourrait étayer cette absence de toxicité de notre extrait a 800mg/kg.
Nous avons en effet récolté la plante de notre étude a 1’état sauvage en Cote d’Ivoire alors que
Ajibade et Olayemi (2015) ont fait leur récolte dans un jardin botanique au Nigeria. Il en est
de méme de la plante d’étude de Jacob et al. (2014) qui a été récoltée a 1’état sauvage sur des

terres agricoles non cultivées.

Par ailleurs, ayant constaté des morts parmi les rats de I’étude, une étude histopathologique de
leurs foies aurait pu contribuer a situer la cause de la mort. Cependant, les foies auraient di étre
prélevés dans I’heure qui suit la mort avant I’installation des phénomenes d’autolyse. Or la
constatation de la mort des rats a été faite le jour suivant, entrainant une non viabilité¢ des

organes du rat pour une étude histopathologique.
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EConclusion et perspectives]




Conclusion

Notre travail avait pour objectif d’évaluer 1’activité hépatoprotectrice d’un extrait aqueux et
d’un extrait méthanolique de feuilles de A. cordifolia contre I’hépatotoxicité induite par les

médicaments antituberculeux chez le rat.

Sachant que les radicaux libres sont impliqués dans les 1€sions hépatocytaires, en prélude a
I’évaluation de I’activité hépatoprotectrice des extraits de feuilles de 4. cordifolia, il a été¢ mis
en évidence un effet antioxydant de ces extraits, révélé par leur pouvoir de réduction du fer, par
le piégeage du radical DPPH et par leur pouvoir de stabilisation du radical ABTS™. Cette

activité serait liée a la présence dans les extraits de polyphénols.

Quant a I’évaluation de I’activité hépatoprotectrice, il ressort que les combinaisons
d’antituberculeux ont provoqué une augmentation de 1,7 a 2,2 fois I’activité enzymatique des
transaminases (ALAT et ASAT), de 1,4 fois celle de la PAL, et de 1,8 a 7,8 fois les
concentrations de la BIL D et de 1a BIL T. IIs ont aussi entrainé des 1ésions de clarification, de

ballonisation, de néccrose acidophile, de péliose et de stéatose.

Les extraits de feuilles de 4. cordifolia administrés a la suite des antituberculeux, ont réduit de
20% jusqu’a parfois méme 100% les concentrations sériques des enzymes (ALAT, ASAT,
PAL, BIL D et BIL T) rélarguées dans le flux sanguin par la lyse des cellules hépatiques suite

a D’intoxication par les antituberculeux.

De méme, 1’étude histopathologie des foies des rats ayant recu les extraits a la suite des
combinaisons d’antituberculeux, a montré une aptitude des extraits a annihiler ou a atténuer les

dommages hépatocellulaires des antituberculeux.

Cette protection observée contre les dommages hépatocellulaires et les troubles biochimiques,
a été plus marquée avec 1’extrait méthanolique de 4. cordifolia a 400 mg/kg et a 800 mg/kg,
ainsi qu’avec D’extrait aqueux a 800 mg/kg. Cette supériorit¢ d’activité de 1’extrait
méthanolique pourrait étre justifiée en partie par la teneur en polyphénols totaux plus
importante dans I’extrait méthanolique comparativement a 1’extrait aqueux. En effet, I’extrait
méthanolique s’est montré plus riche en polyphénols totaux (0,055+0,002 mg EAG) que
I’extrait aqueux (0,035+0,001 mg EAG).

Ainsi, les extraits aqueux et méthanolique de feuilles de 4. cordifolia on réduit de facon

significative I’hépatotoxicité induite par les médicaments antituberculeux chez le rat.
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Perspectives

Dans la dynamique de poursuivre les explorations sur 1’activité hépatoprotectrice des extraits

de feuilles de A. cordifolia contre I’hépatotoxicité des médicaments antituberculeux, nous

nous attélerons a :

- Etudier les interférences pharmacocinétiques entre les extraits de feuilles de A.
cordifolia et les antituberculeux ;

- Reévaluer I’activité hépatoprotectrice de feuilles de A. cordifolia avec les
antituberculeux dans les conditions réelles d’utilisation ;

- Evaluer I’effet des extraits sur les enzymes antioxydantes hépatiques dans le but

d’identifier le mécanisme hépatoprotecteur des extraits de feuilles de A. cordifolia.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
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Figure 3 : gamme d’étalonnage du trolox pour la mesure antiradicalaire ABTS
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Figure 4 : gamme d’étalonnage du trolox pour la mesure du pouvoir réducteur du fer



COLORATION A I’HEMATEINE-EOSINE-SAFRAN (HES)

Déparaffinage : pour ¢liminer la paraffine de la coupe
Déposer la lame dans le Xyléne pur, pendant 2 x 15 minutes, en agitant
Hydratation dans :
Dans I’alcool a 100%, pendant 2 x 5 minutes
Dans 1’alcool a 90%, puis dans I’alcool a 70% en fin dans 1’alcool a 50%
Rincer a I’eau courante, en agitant (lame lisse a la fin)

Coloration dans :
Hématoxyline de Harris (doit étre filtrée avant 1’utilisation), Smin, (coloration bleue
du noyau)

Ringage a I’eau courante, en agitant (bien rincer)
Passage dans le carbonate de Lithium a saturation (bleuir les noyaux)
Ringage a I’eau courante, en agitant
Passage dans I’éosine 1%, pendant 30 secondes
Ringage a I’eau courante, en agitant
Passage au Safran (décoction alcoolique) en 1minute
Passage dans 1’alcool a 100%, pendant 3 x 5 minutes, en agitant :
(ne pas utiliser d’alcool 90%, car I’eau va éliminer 1’¢osine, et le safran)
On met les lames dans le 1¥ bain d’alcool a 100% en agitant, et rapidement,
On passe directement dans le 2°™ bain, on la laisse dans ce bain (pendant 5 minutes en agitant)
Passage dans le xyléne pur, pendant 2 x 5 minutes, en agitant
Décoction alcoolique de safran :
Mettre du safran a macérer dans 1’alcool absolu, le tout a I’étuve a 56°C.
Laisser la solution « murir » dans I’étuve pendant 1 a 8 minutes.

Retirer et monter a 1’Eukitt

Résultats : Noyaux : bleus a bleu-noir - Cytoplasmes : roses



Echelle ANRS de Cotation de la Gravité des Evénements Indésirables chez 'adulte

Version n° 6 du 9 septembre 2003

Cette échelle de cotation constitue un guide de travail destiné a :
- Ne pas omettre un événement indésirable grave a déclarer au promoteur (classé 4 dans I'échelle de cotation)

- Graduer la gravite¢ d'un symptome clinique ou biologique observé dans le cadre d'un protocole de
recherche biomédicale

- Harmoniser les pratiques d'évaluation de la symptomatologie et leur cotation dans les protocoles de I'ANRS
En pratique, les criteres évalués sont regroupé€s par appareil; il s'agit d'une table symptomatique non exhaustive (et non
d'une classification de pathologies). Notre choix s'est porté sur les signes cliniques et biologiques les plus fréquemment
observés ou dont la surveillance est impérative pour assurer la protection des personnes se prétant a la recherche.

Certains protocoles peuvent nécessiter des critéres supplémentaires : pour les évaluer, on peut se référer au tableau ci-dessous :

BIOCHIMIE
Biochimie Hépatique
Degreé 1 Dégré 2 Degré 3 Degré 4
Léger Moderé Severe Menace vitale
7 | AST (SGOT) (UI/l) 1,25-2,50xN >2,50-500xN >5,00-10,00x N >10,00 x N
8 |ALT (SGPT) (UI'T) 1,25-2,50x N >2,50-500xN >5,00-10,00x N >10,00 x N
9 |GAMMA GT (UI/l) 1,25-2,50xN >2,50-5,00xN >5,00-10,00 x N >10,00 x N
10 | Phosphatases alcalines (UI/1) 1,25-2,50x N >250-500xN >5,00-10,00x N >10,00 x N
11 | Hyperbilirubinémie (umol/l) 1,25-2,50x N >2,50-5,00x N >5,00-10,00x N >10,00x N

Vi




géne légére ou transitoire, sans limitation de I’activité quotidienne

DEGRE 1 Anomalie légére |habituelle ; ne nécessite pas d’intervention médicale ou un
traitement correcteur.
limitation partielle de Dactivit¢é quotidienne habituelle ; une
DEGRE 2 | Anomalie modérée |intervention médicale ou un traitement correcteur ne sont pas
obligatoirement nécessaires.
limitation de [Dactivit¢é quotidienne habituelle; nécessite une
DEGRE 3 Anomalie sévére |intervention médicale et un traitement correcteur, hospitalisation
possible.
DEGRE 4 Menace vitale activité trés limitée ; nécessitant une intervention médicale et un

traitement correcteur, presque toujours en milieu hospitalier.
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ACTIVITE HEPATOPROTECTRICE DE 4. CORDIFOLIA CONTRE
I’HEPATOTOXICITE INDUITE PAR LES ANTITUBERCULEUX CHEZ LE RAT

EFFO K. E',, KOUAKOU S. L', KOUAKOU-SIRANSY N. G'., IRIE-N’GUESSAN G'.
' Département de Pharmacologie UFR Sclences Pharmaceutiques et Biologiques

Alchornea cordifolia est une plante qui a démontré ses propriétés hépatoprotectrices contre
I’hépatotoxicité induite par le paracétamol et le téra chlorure de carbone. Cependant, son activité
hépatoprotectrice contre les effets hépatotoxiques des antituberculeux n’a pas encore été étudide,
[.’objectif de ce travail fut donc d’évaluer I'activité hépatoprotectrice d’un extrait méthanolique
de feuilles de 4. cordifolia sur les effets hépatotoxiques des médicaments antituberculeux in vivo
chez le rat.

Pour ce fail. I'isoniazide (INH), la rifampicine (RFP) et le pyrazinamide (PZA) ont éé utilisés
dans différentes combinaisons pour induire I’hépatotoxicité chez des rats. Les animaux ont regu
2 heures aprés administration de I"agent hépatotoxique, soit un extrait méthanolique de feuilles
de A. cordifolia (EMAC), soit la sylimarine. L essai a été conduit parallelement @ un lot ne
recevant que le ou les antituberculeux, et un lot ne recevant que du sérum physiologique. Les
animaux ont été ainsi traités pendant 10 Jours consécutifs. Un prélévement sanguin 4 ¢té fait le
11°™ jour pour I’évaluation des paramétres biochimiques.

.'INH a entrainé une élévation des transaminases (ALAT et ASAT) (p = 0,02) et de 1a bilirubine
otale (p = 0,046). L’EMAC a permis de réduire les parametres biochimiques anormalement
perturbées (p < 0,03), tout comme la sylimarine.

L association INH + RIF a cntrainé une élévation des transaminases (ALA'l' et ASAT) (p =
0,02), de la PAL (p = 0,04), de la BILD (p = 0,02) et de la BILT (p = 0,02). L'I:MAC a permis
de réduire les taux de 'ALAT et I’ASAT anormalement perturbées (p < 0,05), alors que la
sylimarine ne normalisait que ’ALAT.

[L"association INH + RIF + PZA a provoqué une élévation significative de I'ALAT (p=0,02), de
la BILD (p = 0,02) et de la BILT (p = 0,02). La sylimarine a permis de réduire les taux de
PALAT anormalement perturbées (p < 0,05). L’EMAC a permis une baisse des taux de PALAT
ctde 'ASAT (p = 0,043).

Les feuilles de 4. cordifoilia pourraient dtre utilisées comme protecteur contre I'hépatotoxicité

des antituberculeux.

Mots elés : Alchornea cordifolia, hépatoprotectrice, antituberculeux
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Alchornea cordifolia has been shown to be hepatoprotective against hepatotoxicity induced by high
dose paracetamol in a model animal. However, its hepatoprotective effects against the hepatotoxicity
induced by anti-tubercular drugs have not yet been studied, whereas anti-tubercular drugs are known
to be hepatotoxic at therapeutic dose. The aim of this work was to evaluate the hepatoprotective effect
of a methanol extract of A. cordifolia leaves in order to overcome hepatotoxicity induced by anti-
tubercular drugs. Isoniazid, Rifampicin and Pyrazinamid have been used to induce hepatotoxicity in
rats. The animals were administered hepatotoxic agent. Two hours later they were given methanol
extract of A. cordifolia (MEAC) leaves or silymarin. One group of animals received only the anti-
tubercular drugs, one group received MEAC only and another group received physiological saline. The
animals were thus treated for 10 consecutive days. Blood sample was taken on the 11th day for
evaluation of the biochemical parameters, as well as markers of hepatotoxicity. Isoniazid increased
transaminases (ALT and AST), MEAC and silymarin reduced these biochemical parameters, Isoniazid +
Rifampicin increased ALT and AST levels, MEAC reduced alanine transaminase (ALT) and aspartate
transaminase (AST) levels, Isoniazid + Rifampicin + Pyrazinamid combination resulted in significant
ALT elevation and MEAC reduced the ALT levels. MEAC alone did not significantly alter ALT and AST
values. Phytochemical screening revealed the presence of flavonoids, polyphenols, saponosides and
alkaloids. A. cordifolia leaves would thus have a protective effect against anti-tubercular drugs induced
hepatotoxicity in rats.

Key words: Hepatoprotective, Alchornea cordifolia, antitubercular drugs.

INTRODUCTION

The liver is indeed the main organ involved in metabolism and detoxification for the excretion of various
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endogenous and exogenous substances from the body.
However, liver cells are prone to attack and necrosis by
free radicals (Pramod et al., 2008). The liver therefore
needs protection, whereas there are very few medicines
which possess a protective effect of this liver. Herbal
treatments are becoming increasingly important in the
population. Some of these plants have demonstrated
some hepatoprotective activity such as Trichilia roka
(Germano et al., 2004), Hemidesmus indicus (Prabakan
et al., 2004), Cassia fistula leaf extract (Bhakta et al.,
2004), legumes (Wu et al.,, 2004), Acanthus ilicifolius
(Babu et al., 2004) and Alchornea cordifolia (Olaleye et
al., 2006; Osadebe et al., 2012). Several works regarding
this have dealt with A. cordifolia (Effo et al., 2013;
Kouakou-Siransy et al., 2010).

The hepatoprotective effect of A. cordifolia has been
evaluated and reported against hepatotoxicity induced by
paracetamol at high doses (Olaleye et al., 2006; Olaleye
et al., 2007) in an animal. However, the protective effect
of A. cordifolia on the hepatotoxicity induced by anti-
tubercular drugs has not been reported, whereas anti-
tubercular drugs are known to be hepatotoxic at
therapeutic dose.

Anti-tubercular drugs (Isoniazid (INH), Rifampicin (RIF),
Pyrazinamide (PZA) and Ethambutol (EMB) are the first
line anti-tubercular drugs for the treatment of pulmonary
tuberculosis. These drugs are responsible for many
adverse effects (Blumberg et al., 2003; Yee et al., 2003)
such as cytolytic, and result in an increase in serum
transaminases level (Nolan et al., 1999; Shakya et al.,
2004). Several authors reported that INH taken alone, in
normal doses, was responsible for liver biochemical
markers disorders. Aouam et al. (2007) reported hepatic
disorders in 10 to 20% of users in Tunisia, and Blumberg
et al. (2003) reported 0.5 to 2% of patients in the USA.
When RIF was associated with INH, this liver disorder
affected a greater number of patients (Aouam et al,
2007) and 2.5 to 6% of patients (Blumberg et al., 2003).
The work of Aouam et al. (2007) also showed that INH +
RIF + PZA was responsible for cytolytic hepatitis in 0.5 to
10% of treated patients.

In continued investigation on this plant, this present
work seeks to evaluate the hepatoprotective effect of a
methanol extract of A. cordifolia leaves in vivo in rats in
order to overcome hepatotoxicity induced by anti-
tubercular drugs.

MATERIALS AND METHODS
Plant materials

The plant material consisted of leaves of A. cordifolia (Schum. And
Thonn.) collected at Yakasse-Mé (In the city of Adzopé about 75
km from Abidjan, Ivory Coast). Voucher samples (AC 2016) are
kept in the Pharmacology Laboratory. The leaves were
authenticated at the National Floristic Center of Abidjan, affiliated to
Université Félix Houphouét Boigny (Abidjan) and air-dried in the
laboratory at 18°C.

Extraction method

The fine powder of dried leaves (100 g) was macerated for 24 h at
room temperature in 1 L of 70% methanol. The resulting filtrate was
evaporated using a rotary evaporator (Bichi R180). The obtained
dry extract (methanolic extract of A. cordifolia: MEAC) was
conserved at 4°C and aliquots of dry powder were used for
pharmacological studies after being suspended in physiological
saline.

Animal material

The animal material consisted of rats, Rattus Norvegicus, Wistar
strain weighing between 150 and 220 g which were obtained from
the laboratory animals of the Pharmacology Laboratory of the
Faculty of Pharmacy and Biological Sciences of Université Félix
Houphouét Boigny Abidjan (Cote d'lvoire). All animals were kept
under controlled environmental conditions of 24 + 1°C with a cycle
of 12 h of light and 12 h of darkness. The animals had free access
to water and food. Before the beginning of the experiment, they
were subjected to fasting for 12 h with free access to water.

Chemical materials used

In this study, we used isotonic saline solution 0.9%, ether (Gifrer),
distilled water, anti-tubercular drugs (INH (Lupine LTD), RIF
(Remedica LTD), PZA (Cadila Pharmaceuticals Limited)), silymarin
(Sigma Aldrich), methanol (VWE chemicals). Silymarin was used as
a reference liver protector substance in this study. It is a mixture of
three flavonoids (silychristin, silydianine and silybin) used as a
hepatoprotective agent extracted from the seeds and fruits of
Silybum marianum (Parthasarathy et al., 2007).

Study of the hepatoprotective activity of A. cordifolia in rats
Principle

The study involved inducing hepatotoxicity in laboratory rats by
using anti-tubercular drugs in different combination (Santhosh et al.,
2007; Saraswathy et al., 1998), and then evaluating the effect of
different preparations on hepatic markers.

Procedure

Effect of MEAC alone on hepatotoxicity markers: Rats of both
sexes were divided into 4 batches of 6 rats each and were treated
for 10 days as follows:

- The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by
gavage;

- The rats in lot 2 received MEAC at 200 mg/kg/day by gavage;

- The rats in lot 3 received MEAC at 400 mg/kg/day by gavage;

- The rats in lot 4received MEAC at 800 mg/kg/day by gavage.

Hepatoprotective effect against INH-induced hepatotoxicity:
Rats of both sexes were divided into 6 batches of 6 rats each and
were treated for 10 days as follows:

- The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by
gavage;

- The rats in lot 2 received INH (100 mg/kg/day) by gavage;

- The rats in lots 3, 4 and 5 received MEAC (200, 400 and 800
mg/kg) orally 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day).
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Figure 1. Effect of MEAC on ALT troubled. MEAC: Methanolic extract of A. cordifolia.

- The rats in lot 6 (positive control) received sylimarin (100
mg/kg/day) orally, 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day).

Hepatoprotective effect against INH+RIF-induced
hepatotoxicity: Rats of both sexes were divided into 6 batches of 6
rats each and were treated for 10 days as follows:

- The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by
gavage;

- The rats in lot 2 received INH (100 mg/kg/day) +RIF (100
mg/kg/day) by gavage;

- The rats in lots 3, 4 and 5 received MEAC (200, 400 and 800
mg/kg) orally 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day) +RIF
(100 mg/kg/day).

- The rats in lot 6 (positive control) received sylimarin (100
mg/kg/day) orally, 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day)
+RIF (100 mg/kg/day).

Hepatoprotective effect against INH+RIF+PZA-induced
hepatotoxicity: Rats of both sexes were divided into 6 batches of 6
rats each and were treated for 10 days as follows:

- The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by
gavage;

- The rats in lot 2 received INH (100 mg/kg/day) +RIF (100
mg/kg/day) + PZA (100 mg/kg/day) by gavage;

- The rats in lots 3, 4 and 5 received MEAC (200, 400 and 800 mg /
kg) orally 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day) +RIF (100
mg/kg/day) + PZA (100 mg/kg/day).

- The rats in lot 6 (positive control) received sylimarin (100
mg/kg/day) orally, 2 h after administration of INH (100 mg/kg/day)
+RIF (100 mg/kg/day) + PZA (100 mg/kg/day).

Liver biochemical indices measured

At the end of 10 days of treatment, a blood sample was taken on
the 11th day by cardiac puncture for the determination of markers
of hepatotoxicity. They were alanin aminotransferase (ALT) and
aspartat aminotransferase (AST) (Reitman et al., 1957).

Phytochemical screening

Screening for different chemical groups was done using the method
as described in the works of Békro et al. (2007), Ronchetti and
Russo (1971) and Wagner et al. (1983).

Statistical analysis

The results were expressed as mean + SD. Statistical analysis used
the Wilcoxon test. The difference between the mean values was
considered significant at p <0.05.

RESULTS
Extraction yield

Extraction with 70% methanol (MEAC) gave 15.96 g of
dry residue, that is, a yield of 15.96%.

Effect of EMAC on transaminases

The effect of MEAC only was evaluated on serum
transaminases and the various mean values are recorded
in Figures 1 and 2. Different doses of MEAC only resulted
in a non-significant increase in transaminase (AST and
ALT) values compared to the NaCl, batch (p > 0.05).

Hepatoprotective effect induced

hepatotoxicity

against INH

The mean values of serum transaminases are shown in
Figures 3 and 4. INH caused increased transaminases
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Figure 2. Effect of MEAC on AST troubled. MEAC: methanolic extract of A. cordifolia.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

ALT (1U/L)

jIIIII

NacCl, INH + MEAC INH + MEAC INH + EMAC INH + SILYM
200 400 800

Figure 3. Effect of MEAC and Silymarin on INH-induced toxic effect on ALT. a: Significant difference compared to the
control lot (NaCly), p = 0.02; INH: Isoniazid; MEAC: Methanolic extract of A. cordifolia; SILYM: Silymarin.
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Effect of MEAC and Silymarin on INH-induced toxic effect on AST. a: Significant difference compared to the

control lot (NaCl,), p = 0.02; INH: Isoniazid; MEAC: Methanolic extract of A. cordifolia; SILYM: Silymarin.
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Figure 5. Effects of MEAC and Silymarin on INH + RIF induced elevated ALT. a: Significant difference compared to the
control lot (NaCly), p = 0.02; INH: Isoniazid; RIF: Rifampicin; MEAC: Methanolic extract of A. cordifolia; SILYM: Silymarin.
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Figure 6. Effects of MEAC and Silymarin on INH + RIF induced elevated AST. a: Significant difference compared to the
control lot (NaCl), p = 0.02; INH: Isoniazid; RIF: Rifampicin; MEAC: methanolic extract of A. cordifolia; SILYM: Silymarin.

(ALT and AST) (p = 0.028) in rats receiving it compared
to rats given only NaCl,. The doses of MEAC and
silymarin reduced significantly the different elevated
values (p < 0.05). The activity of the various extracts was
compared with the standard reference drug used,
silymarin, and showed no significant difference whatever
the dosage used. The comparison of the different doses
of MEAC between them showed no significant difference
(p > 0.05).

Hepatoprotective effect against INH + RIF induced
hepatotoxicity

The mean values of the serum transaminases are
recorded in Figures 5 and 6. The combination of INH +
RIF resulted in an elevation of ALT and AST (p = 0.02) in
rats compared to rats given only NaCl,. The
administration of MEAC and silymarin in rats resulted in a
significant reduction in abnormally high ALT and AST
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control lot (NaClz), p = 0.02; INH: Isoniazid; RIF: Rifampicin; PZA: Pyrazinamide; MEAC: methanolic extract of A. cordifolia;

SILYM: Silymarin.

250 ~

AST (1U/L)

150
100 A
50
0 - \ T T

NaCl, INH + RIF + PZA

INH + RIF + PZA + INH + RIF + PZA + INH + RIF + PZA + INH + RIF + PZA +
MEAC 200

MEAC 400 MEAC 800 SILYM

Figure 8. Effects of MEAC and Silymarin on INH + RIF + PZA induced elevated AST. INH: Isoniazid; RIF: Rifampicin; PZA:
Pyrazinamide; MEAC: Methanolic extract of A. cordifolia; SILYM: Silymarin.

levels (p < 0.05). Comparison of the different doses of
MEAC with silymarin did not show any significant
difference (p > 0.05).

Hepatoprotective effect against INH + RIF + PZA
induced hepatotoxicity

The mean serum transaminase values are shown in
Figures 7 and 8. The combination of INH + RIF + PZA
resulted in a significant elevated ALT (p = 0.02) in rats
compared to rats that were given only NaCl,. The AST
was not disturbed (p > 0.05). The administration of MEAC
and silymarin in rats significantly reduced abnormally
elevated ALT levels (p < 0.05).

Phytochemical screening

The phytochemical screening carried out on MEAC
revealed the presence of large phytochemical groups
flavonoids, polyphenols, saponosides and alkaloids, but
an absence of tannins.

DISCUSSION

The purpose of this study was to evaluate the
hepatoprotective effect of a methanol extract of A.
cordifolia leaves in vivo in rats in order to overcome
hepatotoxicity induced by anti-tubercular drugs. Isoniazid
only and Isoniazid + Rifampicin combination resulted in a



significant increase in ALT and AST levels. The
combination of Isoniazid + Rifampicin + Pyrazinamid, on
the other hand, caused an increase in the ALT values
only. ALT and AST are two well-known diagnostic
indicators of liver damage, with a higher specificity for
ALT. In liver injury involving hepatocellular lesions and
parenchymal cell necrosis, these enzymes are released
from the damaged tissues and thus increase their level in
the blood flow (Nkosi et al., 2005). They are two hepatic
enzymes linked to the subcellular functions of
mitochondria (Dwivedi et al., 1993).

In this present study, anti-tubercular drugs were used in
high doses to induce hepatotoxicity in laboratory animals
(Santhosh et al., 2007; Saraswathy et al., 1998). These
produced lesions in the liver, including centrilobular
necrosis and deterioration of liver cells (Graham et al.,
2004) resulting in an increase in serum transaminases
(Nolan et al., 1999; Shakya et al., 2004) as observed in
rats given the hepatotoxic agents.

The administration of the 200 mg/kg methanolic extract,
400 and 800 mg/kg, as well as sylimarin at 100 mg/kg,
resulted in a significant decrease in the values of
transaminases caused by anti-tubercular drugs. The
effect of the extract on ALT and AST is comparable to
that of silymarin, the standard reference hepatoprotective
agent used in this study (Parthasarathy et al., 2007).

This ability of the extract to reduce these values would
suggest a hepatoprotective effect of A. cordifolia leaves.
This effect would be manifested by stabilization of the
hepatic membrane and regeneration of the hepatocytes.
The extract also prevents the release of hepatic enzymes
to the blood stream by reducing tissue lesions (Madhu et
al.,, 2012; Singh et al., 2012). The hepatoprotective
activity of A. cordifolia has already been demonstrated in
rats against hepatotoxicity induced by high doses of
paracetamol (Arhoghro et al., 2015; Olaleye et al., 2006,
2007) and tetrachloride (Osadebe et al., 2012). The
results of our work on the methanol extract of A. cordifolia
is therefore in agreement with the results of previous
work and could confirm the hepatoprotective effect of the
leaves of A. cordifolia, a plant very popular in African
traditional medicine.

The extracts itself administered at 200, 400 and 80
mg/kg over 10 days did not cause hepatotoxicity,
although it caused a non-significant increase in
transaminases. However, a significant increase in
transaminases was found in male rats as reported by
other authors by administering a methanol extract of A.
cordifolia leaves at 800 and 1600 mg/kg over 8 days
(Ajibade and Olayemi, 2015). A. cordifolia is however
considered to be a plant with a high margin of safety in a
single administration (Organisation de coopération et de
développement économiques - OCDE, 1998). In this
study for the extraction, 70% methanol was used,
contrary to Ajibade and Olayemi (2015) who used pure
methanol. Lowering the degree of methanol could explain
the absence of toxicity of the extract this study. Moreover,
the place of collection of plants could explain this
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absence of toxicity of our extract at 800 mg/kg. The plant
was collected from the forest in Céte d'lvoire while
Ajibade and Olayemi (2015) collected theirs in a botanical
garden in Nigeria.

The phytochemical screening has revealed the
presence of flavonoids, polyphenols, saponosides and
alkaloids in the methanol extract which could be
responsible for its hepatoprotective effect. Indeed, Manga
et al. (2004) found that flavonoids possess antioxidant
and anti-inflammatory activities. Other studies have
shown that the antioxidant activity of plants used in the
traditional medicine was mainly due to the presence of
flavonoids (Czinner and Yunes, 2001). Huong et al.
(1998) also showed that saponosides were endowed with
antioxidant properties. The protective effects of the
extract could be due to the presence of one or more of
the active ingredients in the plant (Banzouzi et al., 2002).

Conclusion

This study demonstrated that the methanol extract of A.
cordifolia leaves could provide significant protection
against the hepatotoxic effects of anti-tubercular drugs in
rats. These finding results are promising, considering the
hepatotoxic adverse effects of anti-tubercular drugs
observed in patients during the treatment of pulmonary
tuberculosis.
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Abstract

Alchornea cordifolia is a medicinal plant, whose ethanolic and methanolic ex-
tracts have shown antioxidant activity which could confer hepatoprotective
effect, knowing that liver cells are attacked by free radicals. The hepatoprotec-
tive effect of these extracts has been demonstrated in models of hepatotoxicity
induced by paracetamol high doses in animals. However, anti-tubercular drugs
at the usual dose present hepatotoxicity risk. Could Alchornea cordifolia help
to limit hepatotoxicity induced by anti-tubercular drugs? This work aimed to
evaluate the antioxidant activity and the hepatoprotective effect of an aqueous
extract of A. cordifolialeaves (AEAC). The antioxidant activity of A. cordifolia
leaves was studied in vitro by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radi-
cals scavenging assay and by the iron reduction ability. A phytochemical screen-
ing was carried out to identify the chemical groups that could be responsible
for this activity. The hepatoprotective effect was demonstrated in a model of
hepatotoxicity induced by isoniazid and rifampicin in rats. Two hours after
induction of hepatotoxicity, the animals were orally administered the AEAC
at 200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg for 10 consecutive days. A blood sample
was taken on the 11™ day for the evaluation of transaminases, markers of hepatic
cytolysis. A totally of 96 rats were used in this study. AEAC showed dose-dependent
antioxidant activity. Phytochemical screening revealed the presence of flavono-
ids, tannins and alkaloids. Administrated alone, aqueous extract of A. cordifo-
lia leaves didn’t modificate the transaminases, isoniazid and the isoniazid +
rifampicin combination resulted in increasing transaminases (ALT and AST)
by more than 48%. AEAC at 800 mg/kg reduced AST and ALT levels by more
than 45%. AEAC at 200 mg/kg and 400 mg/kg decreased ALT more than 40%.
Knowing that antioxidant activity protects liver, the AEAC may by its antioxi-
dant activity, contribute to protect against the hepatotoxicity induced by an-
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ti-tubercular drugs in the rat.
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1. Introduction

Herbal treatments are becoming increasingly important within populations. These
plants are mostly endowed with antioxidant properties able to inhibit free radi-
cals formation and to oppose macromolecules oxidation [1]. Free radicals have
been implicated in a number of pathological processes, such as asthma, cancer,
cardiovascular disease, cataracts, diabetes, inflammatory diseases, liver diseases
and degenerative diseases [2]. Antioxidants can inhibit or retard the oxidation
of an oxidizable substrate in a chain reaction [3]. The properties of these plants
used in traditional medicine were attributed mainly to the presence of polyphe-
nols [4].

Several works of our department have dealt with A/chornea cordifolia 5] [6].
A. cordifolia is a very popular herb in African traditional medicine for its many
properties. Many studies have demonstrated its antioxidant properties [7] [8].
This antioxidant activity is manifested by free radical scavenging [9] [10], which
can confer a hepatoprotective effect [7] [8] [11]. The liver is indeed the main or-
gan involved in metabolism and detoxification for the excretion of various en-
dogenous and exogenous substances. However, liver cells are prone to be at-
tacked and necrotic by free radicals [12].

The antioxidant properties of a methanolic extract and an ethanolic extract of
A. cordifolia have been studied [7] [8]. The hepatoprotective properties of these
extracts have also been demonstrated against high-dose paracetamol-induced he-
patotoxicity in an animal model [7] [11].

However, the antioxidant properties and the hepatoprotective effect of the aqueous
extract, which is the most usual form in traditional human medicine, seem to have
been little studied. In addition, the hepatoprotective effect of A. cordifolia has not
been found in the literature against the hepatotoxicity of anti-tubercular drugs. Anti-
tubercular drugs (isoniazid (INH) and rifampicin (RIF)) are responsible for many
adverse effects in liver at the usual doses [13] [14]. These effects are cytolytic and
result in an increase in serum transaminases [15] [16]. Aouam et al (2007) [17] re-
ported hepatic disorders in 10% to 20% of users in Tunisia with INH at therapeu-
tic dose, when Blumberg et al (2003) [13] reported disturbances of hepatic mark-
ers in 0.5% to 2% of patients in the USA. When the RIF was associated with the INH,
this disturbance affected more patients [17], which was 2.5% to 6% of the patients
according to Blumberg et al (2003) [13].

This work aimed to evaluate the antioxidant properties and the hepatoprotec-

tive effect of an aqueous extract of A. cordifolialeaves in order to overcome the
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hepatotoxicity of anti-tubercular drugs in rats.

2. Material and Method

Plant material

The plant material consisted of leaves of Alchornea cordifolia (Schum. and Thonn.)
collected at Yakasse-M¢ (in the city of Adzopé about 75 km from Abidjan, Ivory
Coast). Voucher samples (AC 2016) are kept in the Pharmacology laboratory. The
leaves were authenticated at the National Floristic Center of Abidjan, affiliated to
Université Félix Houphouét Boigny (Abidjan). These leaves were air-dried in the
laboratory at 18°C.

Extraction method

Fine powder of dried leaves (100 g) was macerated for 24 h at room tempera-
ture in 1 L of distilled water. The resulting filtrate was dried in a MEMMERT oven
at 60° for 72 h. The obtained dry extract (aqueous extract of Alchornea cordifolia:
AEAC) was conserved at 4°C; and aliquots of dry powder were used for pharma-
cological studies after being suspended in physiological saline.

Animal material

The animal material consisted of rats, Rattus norvegicus, Wistar strain weighing
between 150 g and 220 g. 96 rats were used for 3 series of studies. They were ob-
tained from the laboratory animals of the Pharmacology Laboratory of the Faculty
of Pharmacy and Biological Sciences of Université Félix Houphouét Boigny Abid-
jan (Cote d’Ivoire). All animals were kept under controlled environmental condi-
tions of 24°C + 1°C with a cycle of 12 hours of light and 12 hours of darkness.
Food and water and are given Ad libitium. Before the beginning of the experiment,
they were subjected to fasting for 12 hours with free access to water.

Chemicals materials used

In this study, we used isotonic saline solution 0.9%, ether (Gifrer), distilled water,
anti-tubercular drugs (INH (Lupine LTD), RIF (Remedica LTD), methanol, DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (Sigma Aldrich, Germany), ascorbic acid (Sigma
Aldrich, Germany) and silymarin (Sigma Aldrich, Germany).

Silymarin was used as a reference liver protector substance in this study. It is a
mixture of three flavonoids (silychristin, silydianine and silybin) used as a hepa-
toprotective agent. It is extracted from the seeds and fruits of Silybum marianum
(Parthasarathy et al, 2007) [18].

Chemical analysis

Screening for different chemical groups was done using the method as de-
scribed in the works of Békro et al (1973) [19], Ronchetti and Russo (1971) [20]
and Wagner (1983) [21].

Antioxidant screening

Measurement of the reducing power of iron

Principle

The reducing power of iron (Fe**) in preparations is determined according to
the method described by Oyaizu M. (1986) [22] and Bougandoura and Nassima
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(2013) [23]. The iron reduction method is based on the reduction of ferric iron
to iron salt by the antioxidants which give the blue color in the reaction medium
at 700 nm. The increase in the absorbance indicates an increase in the reduction
of ferric iron and therefore of the reducing power of the extracts tested.

Procedure

One milliliter of the extract at different concentrations (0.007 to 2.5 mg/mL) is
mixed with 2.5 ml of a 0.2 M phosphate buffer solution (pH 6.6) and 2.5 ml of a
solution of potassium ferricyanide K,Fe(CN), at 1%. The whole was incubated in a
water bath at 50°C. for 30 min. Then, 2.5 mL of 10% trichloroacetic acid has been
added to stop the reaction. The tubes are centrifuged at 3000 rpm for 10 min.

An aliquot (2.5 mL) of the supernatant was combined with 2.5 mL of distilled
water and 0.5 mL of a 0.1% aqueous solution of FeCl, (Ferric Chloride); and in-
cubated for 10 min at room temperature. The absorbance of the reaction medium
was red at 700 nm against a similarly prepared white, replacing the extract with
distilled water which makes it possible to calibrate the apparatus (UV-VIS spec-
trophotometer HACH made in USA).

The positive control was represented by a standard of an antioxidant, trolox
(1.5 to 25 pg/mL) whose absorbance was measured under the same conditions as
the samples. An increase in absorbance corresponds to an increase in the reducing
power of the extracts tested.

DPPH radical scavenging activity

Principle

The method used was described by Parejo et al (2000) [24] which is the
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging. Indeed, the reduc-
tion of DPPH by a free radical sensor is accompanied by its passage from the violet
color to the yellow color, measurable at 517 nm. A low absorbance reflects a strong
inhibition of DPPH and therefore a strong antiradical activity.

Procedure

An aliquot of 0.5 ml of 0.1 mM DPPH in methanol was added to test tubes
containing 2.5 ml of different concentrations (0.00625 - 0.1 mg / ml) of the me-
thanol extract. The reaction mixture was mixed at room temperature and held for
20 minutes. The absorbance was read at 517 nm against a blank. The percentage

inhibition of the DPPH radical was calculated according to the formula:

(Absorbance of control — Absorbance of sample)

DPPH inhibition (%) = x100

Absorbance of the control

Hepatoprotective activity

Principle

The study involved inducing hepatotoxicity in laboratory rats by using anti-
tubercular drugs in different combination [25] [26], and then evaluating the effect
of different preparations on hepatic markers.

Procedure

Effect of AEAC on hepatotoxicity markers

Rats of both sexes were divided into 4 batches of 6 rats each and were treated
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for 10 days as follows:

1) The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by gavage;

2) The rats in lot 2 received AEAC at 200 mg/kg/day by gavage;

3) The rats in lot 3 received AEAC at 400 mg/kg/day by gavage;

4) The rats in lot 4received AEAC at 800 mg/kg/day by gavage.

Hepatoprotective effect against INH-induced hepatotoxicity:

Rats of both sexes were divided into 6 batches of 6 rats each and were treated
for 10 days as follows:

1) The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by gavage;

2) The rats in lot 2 received INH (100 mg/kg/day) by gavage;

3) The rats in lots 3, 4 and 5 received AEAC (200, 400 and 800 mg/kg) orally 2
hours after administration of INH (100 mg/kg/day);

4) The rats in lot 6 (positive control) received silymarin (100 mg/kg/day) orally,
2 h after administration of INH (100 mg/kg/day).

Hepatoprotective effect against INH+RIF-induced hepatotoxicity:

Rats of both sexes were divided into 6 batches of 6 rats each and were treated
for 10 days as follows:

1) The rats in lot 1 (negative control) received saline solution by gavage;

2) The rats in lot 2 received INH (100 mg/kg/day) + RIF (100 mg/kg/day) by
gavage;

3) The rats in lots 3, 4 and 5 received AEAC (200, 400 and 800 mg/kg/day)
orally 2 hours after administration of INH (100 mg/kg/day) + RIF (100 mg/kg/day);

4) The rats in lot 6 (positive control) received silymarin (100 mg/kg/day) orally,
2 h after administration of INH (100 mg/kg/day) + RIF (100 mg/kg/day).

Liver Biochemical Indices measured

At the end of the 10 days of treatment, a blood sample was taken the 11" day
by cardiac puncture for the determination of markers of hepatotoxicity. They were
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) [27], using
standard Kits.

Statistical analysis

The results were expressed as mean * SD. Statistical analysis used the Wilcoxon
test. The difference between the mean values was considered significant if p <
0.05.

3. Results

Extraction yield

Extraction with distilled water (AEAC) gave 8.34 g of dry residue, a yield of
8.34%.

Result on measurement of reducing power

Figure 1 shows the results of iron reductive ability by AEAC and trolox. The
AEAC has a reducing power which increases proportionally with the concentra-
tion. The same is true of the trolox. However, the AEAC activity is statistically

inferior to that of the trolox.
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Figure 1. In vitro iron reductive ability of AEAC and trolox.
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Figure 2. In vitro anti-radical activity of AEAC and ascorbic acid.

Measurement of anti-radical activity: DPPH

The results of the anti-radical activity of AEAC and vitamin C are recorded in
Figure 2. The AEAC shows an antiradical activity which increases with the con-
centration as well as the ascorbic acid. The anti-radical activity of the AEAC re-
mains statistically comparable to that of the vitamin C at 100 pg/mL.

Phytochemical characterization test

The characterization tests of the large phytochemical groups carried out on
the AEAC revealed the presence of flavonoids, tannins and alkaloids, and an ab-
sence of saponosides.

Results of the EAAC effect on transaminases

The effect of AEAC alone was evaluated on serum transaminases and the var-
ious mean values are recorded in Figure 3. The different doses of AEAC alone did
not increase the transaminase values compared to the NaCl, (p > 0.05).

Results on hepatoprotective effect against hepatotoxicity induced by iso-
niazid

The mean of transaminases values are shown in Figure 4. Isoniazid resulted in

elevated transaminases (ALT and AST) (p = 0.028) in rats receiving it compared
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Figure 4. Effect of AEAC on perturbations of serum transaminases induced by INH.

to rats given NaCl,. Administration of AEAC to 800 mg/kg and silymarin to rats
significantly reduced the different values of disturbed transaminases (p < 0.05).
The AEAC at 200 mg/kg and 400 mg/kg reduced only ALT, with AST remaining
high (p = 0.143). The comparison of the different doses of the AEAC between
them showed a marked activity at 800 mg/kg (p > 0.05) on the AST. The AEAC
at 800 mg/kg showed similar activity to silymarin (p > 0.05).

Results on hepatoprotective effect against hepatotoxicity induced by iso-
niazid + rifampicin

The mean of transaminases values for evaluation of liver function are shown
in Figure 5. The combination of INH + RIF resulted in an elevation of ALT and
AST (p = 0.02) in rats receiving it compared to rats given NaCl,. The adminis-
tration of AEAC at 400 mg/kg, 800 mg/kg and silymarin in rats resulted in a sig-
nificant reduction in ALT and AST disturbed levels (p < 0.05), AEAC 200 mg/kg
having been active only on the ALT. Comparison of AEAC to 400 mg/kg and 800

mg/kg, as well as to silymarin, showed no significant difference (p < 0.05).
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Figure 5. Effects of AEAC on perturbations of serum transaminases induced by INH +
RIF.

4. Discussion

This study aimed to evaluate the in vitro antioxidant activity of an aqueous ex-
tract of A. cordifolialeaves and its hepatoprotective effect in vivo in rats.

The antioxidant activity of the aqueous extract of A. cordifolia leaves was eva-
luated by iron reductive ability [28] and free radical scavenging [24].

The presence of reducing agents in an extract causes the reduction of ferric
iron (Fe’*) to ferrous iron (Fe**). Antioxidants are considered oxidant reducing
agents and inactivators [29]. Other studies have also shown that the reducing
power of a compound could serve as a significant indicator of its potential anti-
oxidant activity [30] [31].

DPPH radical involves a hydrogen atom transfer process [32]. The antiradical
activity results in a donation of electrons or protons reducing the hydrazyl radi-
cal form of DPPH in non-radical form hydrazine. All substances with free radi-
cal scavenging are known as antioxidants [33]. The aqueous extract of A. cordi-
foliawould trap the DPPH radical and thus could have antioxidant activity.

There is a potential antioxidant activity of the aqueous extract of A. cordifolia.
This antioxidant activity is statistically less than that of trolox and vitamin C.
Osadebe et al (2012) [8] showed comparable antioxidant activity of the metha-
nolic extract of A. cordifolia to that of vitamin C in their studies. Other studies on
an ethanolic extract of A. cordifolia showed better antioxidant activity than vi-
tamin E [7].

Comparative study of the chemical constituents revealed the presence of alka-
loids, saponins, tannins, and flavonoids both in the methanolic extract [8] and in
the ethanol extract [7], while the aqueous extract contained alkaloids, tannins and
flavonoids. It emerges almost a similarity of the major chemical groups likely to
be responsible for antioxidant activity. Indeed, Manga et al (2004) [34] found that
flavonoids possess antioxidant activities. Various other studies have shown that the
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antioxidant activity was mainly due to the presence of polyphenols [4]. Huong et al.
(1998) [35] and Ince et al (2014) [36] also showed that the saponosides were en-
dowed with antioxidant properties. Based on this finding, a quantitative determi-
nation of the large chemical groups in these different extracts could justify the lower
antioxidant activity of the aqueous extract. Since methanol and ethanol are more
polar than water, they are able to extract more active ingredients from a plant, and
thereby give better activity to the final extract.

This antioxidant activity of the aqueous extract of A. cordifolia could confer a
protective effect of the liver which is subject to attack and necrosis by free radi-
cals [12].

The study of the hepatoprotective effect of the aqueous extract of A. cordifolia
was demonstrated using high-dose anti-tubercular drugs for 10 days in different
combinations to induce hepatotoxicity in laboratory animals [25] [26]. They pro-
duce various categories of lesions in the liver, including centrilobular necrosis,
hepatic cell degeneration [37]. These lesions resulted in an increase in serum trans-
aminases [15] [16] as observed in hepatotoxic rats.

Isoniazid alone and the Isoniazid + Rifampicin combination resulted in a sig-
nificant increase in ALT and AST levels. ALT and AST are two well-known di-
agnostic indicators of liver damage. In liver damage with hepatocellular lesions
and parenchymal cell necrosis, these marker enzymes are released from damaged
tissues and their levels increase in blood flow [38]. These are two hepatic en-
zymes linked to the subcellular functions of the mitochondria [39].

Administration of the aqueous extract of A. cordifolia at 200 mg/kg, 400 mg/kg
and 800 mg/kg significantly decreased disturbed ALT values. The extract at 800
mg/kg decreased the AST. The extract at 800 mg/kg had an effect on ALT and
AST which was superposable to that of silymarin, a hepatoprotectant used as a
reference in this study [18]. The lower doses of the extract were active only on ALT,
which is more specific to the liver. Nonetheless, the AST values were reduced, al-
though not significant, at these doses (p > 0.05).

This ability of the aqueous extract of A. cordifolia to lower these values may
suggest hepatoprotective activity of A. cordifolia leaves, especially at 800 mg/kg.
This activity would be manifested by stabilization of the hepatic membrane and
regeneration of the hepatocytes. The extract would also prevent the release of
hepatic enzymes at the level of the blood stream by a reduction of the tissue le-
sions [40] [41].

This hepatoprotective activity of an ethanol extract and a methanolic extract
of A. cordifolia leaves has already been demonstrated in rats against hepatotox-
icity induced by paracetamol at high levels [7] [11] [42] and carbon tetrachloride
[8]. The results of our work on the aqueous extract of A. cordifolia confirm this
property of A. cordifolia. Moreover, at all the doses used, the aqueous extract of
A. cordifolia was not hepatotoxic itself, in contrast to the methanolic extract
which was hepatotoxic at doses greater than or equal to 800 mg/kg in of male
rats [43]. More polar solvents, in addition to extracting more active ingredients

for better efficiency, would also extract more toxic principles. The aqueous ex-
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tract of A. cordifolia would therefore be safer to use.

5. Conclusion

The present study demonstrated that the aqueous extract of A. cordifolia leaves

could have antioxidant activity and confer significant protection against the he-

patotoxic effects of anti-tubercular drugs.
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RESUME

Alchornea cordifolia est une plante médicinale dont les propriétés hépatoprotectrices ont été étudiées dans des modeles animaux
d’hépatotoxicité induite par le paracétamol a forte dose ou par le tétrachlorure de carbone. Sachant que les médicaments
antituberculeux présentent également un risque d’hépatotoxicité, A. cordifolia pourrait-elle contribuer a limiter 1’hépatotoxicité
induite par ceux-ci? L’objectif de ce travail était d’évaluer ’activité hépatoprotectrice de A. cordifolia contre les effets
hépatotoxiques des médicaments antituberculeux chez le rat.

A T’aide de la méthode de Saraswathy et al., basée sur un modéle d’hépatotoxicité induite par des antituberculeux (isoniazide,
rifampicine et pyrazinamide) a forte dose administrés sur 10 jours consécutifs chez le rat, trois séries de lots de rats ont été
constituées : une série de lots recevant ’isoniazide seul, une série recevant 1’association isoniazide et rifampicine, et une série
recevant 1’association isoniazide, rifampicine et pyrazinamide. Dans chacune de ces séries, I’agent hépatotoxique a été¢ administré
soit seul, soit deux heures avant un extrait aqueux de feuilles de 4. cordifolia (200, 400 ou 800 mg/kg) ou un extrait méthanolique
de feuilles de A. cordifolia (200, 400 ou 800 mg/kg). Un prélévement sanguin a été fait le 11°™ jour pour I'évaluation des marqueurs
biochimiques de I’hépatotoxicité (ALAT, ASAT, PAL, LDH, BIL D et BIL T). Les animaux ont été par la suite sacrifiés et leurs
foies incisés pour une étude histologique. L’effet antioxydant des extraits a été recherché par la méthode de réduction du fer, par le
piégeage du radical DPPH et par leur pouvoir de stabilisation du radical ABTS«+. Un dosage des polyphénols et des flavonoides a
€té réalisé sur les extraits.

Les combinaisons d’antituberculeux ont provoqué une augmentation de 1,7 a 2,2 fois les concentrations des transaminases (ALAT
et ASAT) ; de 1,4 fois les concentrations de la PAL ; et de 1,8 a 7,8 fois les concentrations de la BIL D et de la BIL T. Ils ont aussi
entrainé des 1ésions de péliose, des stéatoses et des nécroses hépatocytaires.

Les extraits de feuilles de 4. cordifolia administrés a la suite des antituberculeux, ont permis de réduire de 20% jusqu’a 100%
I’élévation des enzymes perturbées. De méme, I’histologie des foies des rats ayant recu les extraits a la suite des combinaisons
d’antituberculeux, a montré une aptitude des extraits a annihiler ou a atténuer les dommages hépatocellulaires des antituberculeux.
Une activité antioxydante des extraits aqueux et méthanolique de feuilles de A. cordifolia a été¢ mise en évidence, avec une supériorité
d’activité, mais non significative de 1’extrait méthanolique comparativement a I’extrait aqueux. L’extrait méthanolique plus riche
en polyphénols totaux (0,55+0,02 mg EAG) que I’extrait aqueux (0,35+0,01 mg EAG) a manifesté un effet hépatoprotecteur plus
important.

Ainsi, au vu des paramétres biochimiques sanguins et des coupes histologiques du foie, les extraits aqueux et méthanolique de
feuilles de 4. cordifolia pourraient atténuer 1’hépatotoxicité induite par les médicaments antituberculeux chez le rat.

Mots clés : hépatotoxicité, hépatoprotection, Alchornea cordifolia, antituberculeux

Hepatoprotective activity of Alchornea cordifolia (Euphorbiaceae) in an animal model of hepatotoxicity induced by anti-
tubercular drugs.

SUMMARY

Alchornea cordifolia is a medicinal plant whose hepatoprotective properties have been studied in animal models of hepatotoxicity
induced by high-dose paracetamol or by carbon tetrachloride. Knowing that anti-tubercular drugs also represent a risk of
hepatotoxicity, could A. cordifolia help to limit the hepatotoxicity induced by these drugs? The aim of this study was to evaluate
the hepatoprotective activity of 4. cordifolia against the hepatotoxic effects of anti-tubercular drugs in rats.

The method of Saraswathy et al., based on a model of hepatotoxicity induced by high-dose anti-tuberculosis drugs (isoniazid,
rifampicin and pyrazinamid) administered over 10 consecutive days in the rat were used, three groups of rats were formed: a first
group received isoniazid alone, a second group received isoniazid and rifampicin, and a third group received isoniazid, rifampicin
and pyrazinamide. In each of these groups, the hepatotoxic agent was administered either alone or two hours before an aqueous
leaves extract of A. cordifolia (200, 400 or 800 mg/kg) or a methanolic leaves extract of A. cordifolia (200, 400 or 800 mg/kg). A
blood sample was collected on the 11th day to assess the biochemical parameters, the hepatotoxicity markers (ALT, AST, PAL,
LDH, Bil D and Bil T). The animals were then sacrificed and their livers were removed for a histological study. The extracts’
antioxidant effect was investigated by the iron reduction method, by trapping DPPH radical and by their stabilizing power of ABTSe
+ radical. A determination of total polyphenols and flavonoids was performed on extracts.

Combinations of anti-tubercular drugs caused a 1.7- to 2.2-fold increase transaminase levels (ALT and AST) in serum; 1.4 times
the concentrations of PAL; and 1.8 to 7.8 times the concentrations of BIL D and BIL T. They also resulted in peliosis lesions,
steatosis and hepatocyte necrosis. Leave extract of A. cordifolia administered after anti-tuberculosis drugs, reduced from 20% up to
100% the levels disrupted of enzymes (ALT, AST, PAL, BIL D and BIL T). Likewise, the histology livers of rats that received the
extracts after the anti-tubercular drug combinations showed an ability of the extracts to annihilate or alleviate the hepatocellular
damage of anti-tubercular drugs.

Antioxidant activity of the aqueous and methanolic extracts of A. cordifolia leaves was demonstrated, with a superiority of activity,
but not significant, of the methanolic extract compared with the aqueous extract. The methanolic extract richer in total polyphenols
(0.55 + 0.02 mg EAG) than the aqueous extract (0.35 = 0.01 mg EAG) showed a greater hepatoprotective effect.

Thus, in view of the biochemical blood parameters and histological sections of the liver, the aqueous and methanolic extracts of 4.
cordifolia leaves could attenuate the hepatotoxicity induced by antituberculous drugs in the rat.

Key words: hepatotoxicity, hepatoprotection, Alchornea cordifolia, antitubercular
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