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Introduction

Le docétaxel est un médicament chimiothérapeutique appartenant a la famille des taxanes et
largement prescrit pour le traitement de divers cancers grace a son action cytotoxique qui
favorise 1'assemblage des tubules en microtubules stables et inhibe leur dépolymérisation,
entrainant la mort cellulaire et empéchant la croissance tumorale (Wei et al., 2022).
Cependant, cette action cytotoxique sur les cellules cancéreuses provoque parfois des toxicités

graves et potentiellement mortelles (Powell et al., 2022).

Le docétaxel peut induire diverses toxicités comme la néphrotoxicité (Ilhan, 2021), la
neurotoxicité (Becker et al., 2020) et I’hématotoxicité (Poon et al., 2021). Ces toxicités sont
mises en place via I’activation de divers mécanismes comme 1’induction de I’apoptose et du

stress oxydant (Bas et Naziroglu, 2019).

Les études cliniques ont confirmé la présence également d’une hépatotoxicité remarquable
caractérisée par 1’augmentation des taux des transaminases sériques et l’altération de la
structure du tissu hépatique (Kenmotsu et Tanigawara, 2015). Cependant, les mécanismes

d’action impliqués dans cette toxicité ne sont pas encore bien élucidés.

Plusieurs médicaments sont généralement prescrits pour atténuer les symptomes toxiques de
la chimiothérapie mais qui sont plus ou moins efficaces (Mittra et al., 2017). Pour cela,
trouver et développer des thérapies alternatives qui peuvent réduire les effets indésirables de

la chimiothérapie anticancéreuse devrait étre une nécessité (Cheng et al., 2023).

La médecine traditionnelle joue un role essentiel dans la satisfaction des besoins de I’Homme
en soins de santé (Morales et al., 2017). Les plantes ont été utilisées depuis 1’antiquité comme
source de médicaments (Zehraw et al., 2019) et ont le potentiel d'étre des traitements
alternatifs prometteurs d’une grande variété de maladies humaines (Chidambaram et al.,
2022). Et beaucoup d’entre elles ont prouvé leur rdle dans l'atténuation des effets secondaires

des médicaments chimiothérapeutiques (Ilyas et al., 2021).

Ces effets sont dus a leur grande diversité et leur richesse en composés biologiquement actifs

tels que les polyphénols (Moreira et al., 2020).

Urtica dioica L. est une plante annuelle trés connue et trés répondue dans le monde,

appartenant a la famille des Urticaceae (Purovi¢ et al., 2023).

Plusieurs études ont été réalisées pour mettre en évidence ses diverse activités et propriétés

pharmacologiques (Siouda et al., 2022). D’autres études ont montré la capacité I’ Urtica dioica
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L. a renforcer et augmenter 1’effet thérapeutique des médicaments anticancéreux et é¢galement

de minimises leurs effets indésirables (Nafeh et al., 2023).
Le but de notre étude est donc de :

- D’évaluer I’hépatotoxicité du docétaxel et d’étudier I’implication et le réle du stress oxydant

dans cette toxicité.
- D’évaluer I’activité antioxydante in vitro de 1’extrait hydro-éthanolique d’ Urtica dioica L.

- D’¢évaluer I’effet hépatoprotecteur de cet extrait contre la toxicité induite par ce docetaxel.
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1. Généralités sur le docétaxel
1.1. Présentation du médicament

Le docétaxel (N-debenzoyl-N-tert-butoxycarbonyl-10-deacetyl) (DTX) (figure 1) appelé
également taxotere (Holsater et al., 2022), est un dérivé de I’extrait des feuilles de I'if
européen Taxus baccata, découvert dans les années 1980 (Shahi et al., 2022) et devenu l'un
des agents chimiothérapeutiques de la famille des taxanes de deuxiéme génération depuis
1996 (Rizzo, 2021).

Le docetaxel un médicament anticancéreux trés efficace qui a prouvé son efficacité contre
différents types de cancers (Wongsaengsak et al., 2021) et qui a une activité antinéoplasique
tres élevée lorsqu'il est administré en monothérapie ou en association avec d’autres

médicaments chimiothérapeutiques (Qu et al., 2017).

Le DTX est un médicament semi-synthétique, de nature cristalline sous forme d’une poudre
blanche a blanc cassé, d’une formule moléculaire C43H53NO14 et un poids moléculaire de
807,89 Da (da Silva et al., 2018; Imran et al., 2020; Oyediran et al., 2022). |l a été approuvé
par la FDA (Food and Drug Administration) pour le traitement de différents cancers comme
le cancer du sein, le cancer du poumon non a petites cellules, le cancer gastrique, le cancer de
la prostate, le cancer de la téte et du cou (Haq et al., 2016; Kushwah et al., 2018; Kharkar et
al., 2020; Shahi et al., 2022) et le cancer des ovaires (Patil et al., 2021).

Fig.1 Structure chimique du docétaxel (Yardim et al., 2020).
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1.2. Administration

Le docetaxel peut étre administré par différentes voies qui englobent la voie intraveineuse,
orale, transdermique et rectale sous forme de dispersions solides, de comprimés et de
suppositoires (Zhang et al., 2019).

Le DTX est généralement administré en perfusion d'une heure de 75 & 100 mg/m? toutes les 3
semaines alors que les patients en Asie recoivent une dose standard inférieure de 60 mg/m?
(Kim et al., 2018; Van Eijk et al., 2021).

Cependant, pour améliorer I'efficacité thérapeutique et réduire les effets secondaires du DTX,
beaucoup d'efforts sont consacrés au développement de nouveaux systémes d'administration
(Do et al., 2019). Le développement d'un systeme de délivrance de médicaments encapsulés
Ou conjugués aux nanoparticules est un choix prometteur qui permet de diminuer la toxicité

sans affecter 1’efficacité anticancéreuse du DTX (Carvalho et al., 2022).

1.3. Pharmacocinétique du docétaxel

Le DTX a une fenétre thérapeutique étroite (Qu et al., 2017; Ma et al., 2020). Toute
modification dans les profils pharmacocinétiques peut changer significativement sa toxicité et
son efficacité thérapeutique (Qu et al., 2017). Son profil pharmacocinétique est bien
caractérisé, composé de trois compartiments, avec des demi-vies de 4,5 min pour la phase
alpha, 38,3 min pour la phase beta et 12,2 h pour la phase gamma (Da Silva et al., 2018;
Oyediran et al., 2022).

1.3.1. Absorption

L'absorption du docétaxel a partir de la circulation systémique est facilitée principalement par
les transporteurs des solutés OATP1B1 (Organic Anion Transport Proteins 1B1) et
OATP1B3 (Organic Anion Transport Proteins 1B3) exprimés tous deux sur la face
basolatérale des hépatocytes, bien que d'autres études aient également montré I’implication
aussi du transporteur OATP1A2 (Organic Anion Transport Proteins 1A2). En outre, le
docétaxel et ses métabolites sont des substrats des transporteurs d'efflux membranaires ABC
(ATP Binding Cassette) et la P glycoprotéine ABCB1 (MDR1/P-glycoprotein) et MRP2
(Mutidrug Resistance Protein 2) (ABCC2), exprimées dans la partie apicale des hépatocytes
et dans I'épithélium de l'intestin gréle (Han et al., 2019; Van Eijk et al., 2021).
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1.3.2. Distribution

Le DTX est distribué des compartiments centraux vers les compartiments périphériques avec
un volume total dans le corps humain d'environ 22 L/h/m? et un volume de distribution
stationnaire moyen de 113 L, variant en fonction de I'dge, de la fonction hépatique, de la
surface corporelle, des protéines plasmatiques (a-1-glycoprotéine acide, albumine et
lipoprotéines) et de la voie d'administration (da Silva et al., 2018). Aprés administration, la
lisison du DTX aux protéines plasmatiques (albumine, a-1-glycoprotéine acide et
lipoprotéines) est de 95 % (Pétronille et al., 2020).

1.3.3. Métabolisme et mode d’action

Les cytochromes CYP sont impliqués dans le métabolisme de plusieurs médicaments y
compris la biotransformation des anticancéreux conventionnels (Hofman et al., 2021). Le
DTX est métabolisé par les isoformes des cytochromes hépatiques CYP3A4 et CYP3AD5, en
métabolites pharmacologiquement inactifs (Imran et al., 2020). 1l subit une hydroxylation du
groupe tert-butyle médiée par le CYP3A4/3A5 pour former le métabolite alcoolique primaire
M2. Ensuite le docétaxel subit une fermeture de cycle par l'intermédiaire d'un aldéhyde
putatif, entrainant la formation de deux diastéréo-isoméres M1 et M3. Cette étape est suivie
d'une oxydation pour former le métabolite cétonique M4 (Muth et al., 2021). (Figure 2).

f A

3 ©OATPIBI | ABCBI1
o ‘
8 | Hepatocyte l . Bile Canalicus
= oarmms ABCC2
.&; Docetaxel - 1 e
o ’,
4 r 39 .
N Jatd
ra -’;:{:»' \f‘o ,:/ 4

! w %

-

CYP3AA4/5
- M1

|

M1 M3 M4

Fig.2 Phases du meétabolisme du docétaxel (Nieuweboer et al., 2015).

M1 et M3 = Hydroxyoxazolidinones diastéréomeres; M2 = Alcool docetaxel; M4 =

Oxazolidinedione. Le docétaxel est transporté du sang vers les hépatocytes par OATP1BL1 et

7
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OATP1B3, métabolise par les CYP3A4 et CYP3AS et transporté de 1’hépatocytes dans le canal
biliaire via les transporteurs ABCB1 et ABCC2.

Le docétaxel se lie a la B-tubuline et perturbe la dynamique des microtubules pour affecter la
mitose et les fonctions du cytosquelette ce qui entraine l'arrét du cycle cellulaire en phase
G2/M (Ashrafizadeh et al., 2021). Le DTX peut aussi stimuler 1’apoptose via la régulation
négative de I'expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et déclencher
par conséquent l'activation des caspases (Ashrafizadeh et al., 2021). Il inhibe également la
prolifération cellulaire a travers la régulation négative de la signalisation ERK1/2
(Extracellular Signal-Regulated Kinases 1 and 2) et la translocation nucléaire de AR
(Androgen Receptors) et, inhibe par conséquent I'activation en aval des génes cibles de AR

dans le cas du cancer de la prostate (Rizzo, 2021).

Further divisions
A
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Fig.3 Mécanisme d’action principal du docétaxel (Mikuta-Pietrasik et al., 2018).

Le docétaxel se lie a la B-tubuline et perturbe la mitose, inhibe I'expression des Bcl-2 anti-apoptotique

et induit le relargage du cytochrome c, conduisant a la mort cellulaire par apoptose.
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1.3.4. Elimination

Le medicament et ses meétabolites sont éliminés de I'organisme essentiellement par voie
biliaire, rénale et intestinale avec excrétion sous forme de molécule mere ou de métabolites
(Imran et al., 2020).

Eliminé dans une durée de 7 jours, I'‘élimination urinaire est de 6 % avec une clairance de 22
L/h/m? (Muth et al., 2021) et fécale d'environ 75 % de la quantité administrée. Les taux
d'excrétion les plus élevés se produisant au cours des 48 premiéres heures par excrétion fécale
(da Silva et al., 2018; Oyediran et al., 2022).

1.4. Polymorphisme

Plusieurs études pharmacogénétiques se sont concentrées sur la présence des variations
génétiques aux différences interindividuelles chez les patients qui regoivent une thérapie aux
taxanes (Kus et al., 2016). La toxicité du docétaxel augmente chez les patients présentant une
réduction ou une perte de la fonction de CYP3A4 et CYP3A (Powell et al., 2022). Certains
polymorphismes des genes CYP3A et ABCB1 sont connus pour affecter la cinétique du
docétaxel. Par exemple, le CYP3A4*1B est associé a une augmentation de la clairance du
docétaxel (Patil et al., 2021) et la P-gp (Permeability-GlycoProtein), impliquée dans
I'absorption et la distribution du docétaxel et codée par la variante de I'allele ABCB1, s'avere

plus efficace dans le transport du docétaxel que l'allele de type sauvage (Yin et al., 2019).

En 2019, Lee a montré la présence d’une association entre le polymorphisme de la GSTM1
(Glutathion S-Transférase Mu 1) et la réactivité au docétaxel chez les patientes atteintes d'un
cancer du sein HR+ (Hormone Receptor +) et/ou HER2+ (Human Epidermal Growth Factor

Receptor 2) qui avaient été traitées avec une chimiothérapie d'induction (Lee, 2019).

1.5. Toxicité du docétaxel

Le développement des nouvelles thérapies anticancereuses a entrainé une amélioration des
résultats et une augmentation du taux de survie des patients. Cependant, ces améliorations
sont malheureusement accompagnées de plusieurs effets secondaires (Mudd et Guddati,
2021). La thérapie au DTX provoque une multitude d’effets secondaires comme

I’hépatotoxicité, la neurotoxicité, la neutropénie, la rétention d'eau, la toxicité musculo-
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squelettique et les réactions d'hypersensibilité, ce qui nécessite un contrble strict de sa

posologie (Carvalho et al., 2022).

Par exemple, le DTX peut causer des dommages de la barriere intestinale, augmentant ainsi la
perméabilité intestinale. Les principaux effets secondaires observés comprennent la diarrhée,
les vomissements, la stomatite et la colite (Liu et al., 2021). L'entérocolite neutropénique
semble aussi étre le résultat d'une lésion de la muqueuse intestinale dans le cadre d'une
neutropénie et survient peu de temps aprés I'exposition & une chimiothérapie a base de

doceétaxel, dans de nombreux cas aprées une dose unique (Singh et al., 2020).

Selon 1’étude d’El Rassy et al., le profil de la toxicité du docétaxel est caractérisé par une
prédominance des événements indésirables hématologiques (15,9 %), caractérisés surtout par
I'anémie (11,6 %) et la neutropénie (8,5 %) (El Rassy et al., 2018). La neutropénie et la
neutropénie fébrile sont les événements néfastes les plus courants et le développement de la
neutropénie febrile est souvent accompagné d’une complication infectieuse telle que la

septicémie, altérant le pronostic vital (Matsui et al., 2020).

La neuropathie périphérique induite par le docétaxel apparait généralement sous forme de
symptdmes sensoriels de paresthésie et de dysesthésie des doigts et des orteils et peut avoir un

dysfonctionnement autonome ou des douleurs neuropathiques (Hertz, 2021).

Les pneumopathies induites par le docétaxel sont des complications potentiellement graves,
les plus courantes sont les pneumopathies d'hypersensibilité (Manuprasad et al., 2019; Anoop
etal., 2022).

Le mécanisme de la toxicité cardiaque induite par le docétaxel est strictement lié a son activité
antitumorale. Cet effet est traduit par une ischémie myocardique, infarctus, troubles de la
conduction et une bradycardie (Begi¢ et al., 2023). Il a été suggéré que sa cardiotoxicité est
due a la vasoconstriction coronarienne, 1’augmentation de la rigidité artérielle et aussi au
stress oxydant (Anber et al., 2019) et l'inhibition de la prolifération des cellules de

I'endothélium cardiaque (Mamoshina et al., 2021).

De nombreuses réactions cutanées dues a I’administration du docétaxel ont été signalées dans
la littérature, comme 1’éruption maculo-papuleuse médicamenteuse, 1’alopécie,
I’hyperpigmentation, la destruction des ongles, le lupus cutané (Shrivastava et al., 2022) et la

chondrite auriculaire (Kong et al., 2019).
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Le docétaxel induit aussi I’apparition des cedémes, qui se produisent en raison d'une
permeéabilité vasculaire accrue et d'une fuite de protéines a I'extérieur des vaisseaux sanguins
et qui ont été signalés chez environ 30 % des patients ayant regu un traitement par le
docetaxel (Imakata et al., 2023). La rétention deau se manifeste sous la forme d'un
gonflement des extrémités, d'une ascite et d'un épanchement pleural (Tsuji et al., 2021) et
I'accumulation du liquide se produit apres 1’administration répétée du docétaxel (Dogan et al.,
2017).

1.5.1. Role du stress oxydant dans la toxicité induite par le docétaxel

Le stress oxydant est le résultat d'un déséquilibre ente la production des ROS (Reactive

Oxigen Species) et les défenses antioxydantes de 1’organisme (Liu et al., 2023).

Dans les conditions du stress oxydant, 1’excés de ROS peut endommager les protéines, les
lipides et I'ADN, entrainant éventuellement des lésions ou la mort des cellules (Lu et al.,
2023). Les ROS peuvent interagir avec les lipides pour former le MDA (Malondialdehyde)
qui peut directement modifier les protéines et former des carbonyles protéiques (Lu et al.,
2023). Et pour réduire ou prévenir les dommages oxydatifs, le corps humain possede un
mécanisme de défense antioxydante qui implique le piégeage des radicaux libres, la chélation
des métaux et I’activation des activités enzymatiques qui permettent de neutraliser les especes
réactives. Parmi ces derniéres figurent la GPx (Glutathione Peroxidase), la CAT (Catalase) et
la SOD (Superoxide Dismutase) (Chaudhary et al., 2023).

Parmi les mécanismes de toxicité des médicaments chiothérapeutiques, il y a la forte
production et accumulation de ROS et/ou la perturbation des systemes de défense

antioxydante endogéne (Chaudhary et al., 2023; Jiang et al., 2023).

Le stress oxydant mitochondrial est suggéré comme étant I'une des principales causes de la
neurotoxicité et la neuropathie périphérique induite par le docétaxel (Ertilav et al., 2021).
Cette toxicité est déclenchée par une surgénération des ROS dans le tissu cérébral avec
réduction significative des antioxydants endogenes GSH (Glutathione), GPx, SOD et CAT et
augmentation des niveaux du MDA (Ertilav et al., 2021).

Le DTX diminue I'expression de 'ARNmM de Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor
2) et augmente les niveaux de p38MAPK (p38a Mitogen-Activated Protein Kinase), NF-xB

(Nuclear Factor Kappa B) et TNFa (Tumor Necrosis Factor-a) qui refletent les réponses

11
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inflammatoires et oxydatives au niveau du cerveau et des tissus du nerf sciatique (Yardim et
al., 2020).

Chez les souris, I’administration du docétaxel entraine une production excessive de ROS dans
les cellules épithéliales laryngotrachéales conduisant a une dépolarisation de la membrane

mitochondriale et un influx de Ca®* (Kiitiik et Naziroglu, 2020).

Le DTX a un effet direct sur les cardiomyoblastes, en augmentant I'oxydation et le stress du
réticulum endoplasmique (Lage et al., 2019).

1.5.2. Hépatotoxicité du docétaxel

Le foie est le principal organe du métabolisme de plusieurs médicaments et toxines et est
particulierement sensible aux dommages induits par ces molécules (Mudd et Guddati, 2021).
Malgre les effets thérapeutiques importants du docétaxel, ses effets indésirables sont
inévitables, surtout les Iésions hépatiques pouvant avoir lieu chez de nombreux patients au

cours de la chimiothérapie (Qu et al., 2017).

Les lésions hépatiques d'origine méedicamenteuse (DILI) sont parmi les réactions indésirables
aux médicaments les plus courantes et les plus graves et pourraient étre classées en trois
catégories cliniques qui sont les lésions hépatocellulaires, cholestatiques ou mixtes sur la base
du rapport des ALT (Alanine Transaminase) et ALP (Alkaline Phosphatase) sériques (Li et
al., 2022). Les lésions hépatocellulaires se manifestent par une élévation des transaminases
sériques liée aux lésions hépatocytaires alors que les lésions cholestatiques se caractérisent
par des taux accrus d'ALP, de y-GT (y-Glutamyl Transpeptidase) et de bilirubine conjuguée
dans le sérum, suggérant une perturbation de la régulation du flux biliaire conduisant au dép6t

de la bile dans le foie (Villanueva-Paz et al., 2021).

Le DTX provoque des lésions hépatiques graves soulignées par une augmentation des taux
d'’ALP, d'ALT et d'AST (Aspartate Aminotransferase) (Qu et al., 2017). Dans une étude
rétrospective réalisée par Azad et ses collégues, les DILI associées a 1’administration du
docétaxel seul, a montré un taux de 25 % chez les patients atteints d'un cancer de la prostate,

de la vessie, des testicules et des reins (Azad et al., 2018).

Il est a noter que le taux de mortalité augmente significativement avec la gravité des lésions

hépatiques qui est en relation directe avec la dose et la fréquence du DTX (Li et al., 2018).

12
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Tang et ses collegues ont montré que 1’hépatotoxicité induite par le docétaxel est liée a son
effet apoptotique. Il entraine une activation de la caspase-9, permettant 1’activation en aval de
la caspase-3, ce qui indique que la voie mitochondriale est considérablement responsable de
I'népatotoxicité du docétaxel (Tang et al., 2017). Et a cause de son poids moléculaire (807,9
kDa) inférieur a la limite des molécules perméables aux jonctions lacunaires (canaux
membranaires plasmiques composés de connexine), le docétaxel peut passer par transport

passif a travers ces jonctions provoquant ainsi des lésions mitochondriales (Tanget al., 2017).

Guo et ses collaborateurs ont montré que les hépatocytes LO-2 traitées avec le docétaxel
présentent un stress oxydant qui se traduit par une augmentation d’une maniére significative
du niveau de 8-OHdG (8-hydroxy-2' —deoxyguanosine) et une réduction considérable des
niveaux du GSH, un dysfonctionnement mitochondrial caractérisé par une réduction du
potentiel membranaire mitochondrial et une diminution de l'apport d'ATP, une libération
significative de la LDH (Lactate Deshydrogenase), une induction de 1’apoptose par
I'activation de la caspase-3 et de la caspase-9 et une inflammation médiée par I'inflammasome
NLRP3 (NOD-Like Receptor family, Pyrin domain containing 3) observée par la libération
considérable d'IL-1B (Interleukin-/5) et une diminution de la régulation de SIRT1 (Silent
mating type Information Regulator Two homolog 1), un facteur de transcription anti-
inflammatoire critique qui exerce des effets inhibiteurs sur la voie de I'inflammasome NLRP3
au niveau des hépatocytes (Guo et al., 2021).

2. Généralités sur Urtica dioica L.

2.1. Présentation d’Urtica dioica L.

Urtica dioica L., également appelée ortie piquante, ortie commune ou tout simplement ortie,
en anglais « nettle » et en arabe alhareeq (Figure 4), est une plante connue depuis les temps
ancestraux pour son usage multiple comme aliment et médicament (Majedi et al., 2021;
Altamimi et al., 2022; Jaiswal et Lee, 2022) largement utilisée pour ses tiges, ses feuilles et
ses racines (Dhouibi et al., 2020). C’est une plante vivace herbacée appartenant a la famille
des Urticaceae (Bhusal et al., 2022) qui s’adapte aux diverses conditions climatiques (Repaji¢
et al., 2021) grace a sa résistance naturelle aux maladies et aux ravageurs (Singh et Sengar,
2021).

Le nom de I'espéce « dioica » vient du grec et signifie "deux maisons" en référence aux fleurs

males et femelles qui se trouvent sur des plantes séparées (dioiques) (Ammarellou et al.,
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2022). La signification du genre « Urtica » est d'origine latine et provient des mots «uro » et
« urere » signifiant respectivement braler et piquer (Jaiswal et Lee, 2022). Le L. c’est pour
Linné, qui revient au naturaliste suédois Carl von Linné qui I’avait décrit pour la premiere fois
en 1753 (Viotti et al., 2022).

Urtica dioica L. est bien connue pour les problémes qu'elle provoque lors d'un contact direct.
Elle entraine une irritation cutanée, des bosses rouges et des lignes en injectant un liquide
douloureux de la méme maniere qu'une aiguille hypodermique (Miraj, 2016). En effet, le mot

"nettle” en anglais provient d'un mot anglo-saxon qui signifie "aiguille™ (Grauso et al., 2020).

Fig. 4 Plante d’Urtica dioica L. (Badirzadeh et al., 2020; Rani, 2021).

2.2. Description botanique et systématique

Urtica dioica L. est une plante herbacée vivace qui pousse sur les sols humides, les prairies et
les champs abandonnés dans les endroits ombragés et pouvant atteindre 1800 métres d'altitude
(Grauso et al., 2020). C’est une plante nitrophile d’une hauteur de 1 & 2 m qui varie selon les
conditions du sol (Taheri et al., 2022) et une durée de vie de 10 a 15 ans (Jeannin et al.,
2020).

Elle se caractérise par de longs rhizomes stoloniféeres ramifiés juste sous la surface, d'ou
émergent de nombreuses tiges quadrangulaires robustes, striées et dressées (Boscaro et al.,
2022). Le systeme racinaire est composé de racines fines qui lui permettent de se propager
(Bhusal et al., 2022), de couleur gris-brun, irrégulierement tordues, d'environ 5 mm
d'épaisseur et creuses en coupe transversale (Singh et Sengar, 2021).

La tige est dressee, rigide, fibreuse et coriace, pour la plupart simple recouvrant de poils
urticants de 1 mm de long (Rawat 2020), effilés en une fine pointe acérée, plus au moins

nombreux, épais a la base, pointant vers le haut (Singh et Sengar, 2021).
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Les feuilles sont opposees et le pétiole est plus court que le limbe; elles sont en forme de cceur
avec un apex aigu. La marge est dentée, couvrants de longs poils urticants (Boscaro et al.,
2022).

Les fleurs sont petites, de couleur brun rougeétre a blanc verdatre, principalement dioique, se
présentant sous forme de grappes au niveau de l'aisselle des feuilles supérieures (Subba et
pradhan, 2022). Les fleurs staminées ont 4 a 5 pétales longs et 4 étamines exsertes et les fleurs

pistillées ont 4 petales courts, peu pubescents et ésotériques (Taheri et al, 2022).

Le fruit est rond et contient de petites graines brun foncées ou presque noires (Bhusal et al.,
2022; Subba et pradhan 2022). La saison de floraison et de fructification dure du juin a
octobre (Rawat et al., 2020) (Figure 5).

Selon Dhouibi et al., 2020, Urtica dioica L. appartient au :
e Regne : Végétal
e Phylum : Phanerogam
e Sous phylum : Angiospermes-magnoliophyta,
e Classe : Magnoliopsida a feuilles larges,
e Ordre : Rosales
e Famille : Urticales et Urticaceae,
e Sous-famille : Urticaceae,
e Genre : Urtica L.

e Espece : Urtica dioica

15
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Fig. 5 Parties de la plante Urtica dioica L. (a) Fleurs (b) Trichomes (c) Feuilles (d)
Racines (Subba et Pradhan, 2022).

2.3. Distribution géographique et composition chimique d’Urtica dioica L.

Le genre Urtica est sous-cosmopolite présent partout dans le monde a I'exception de
I'Antarctique et des régions tropicales (Taheri et al., 2022). Il comprend 46 espéces, dont les
deux plus courantes, Urtica dioica (ortie piquante) et Urtica urens (petite ortie), répondues en
Europe, Afrique, Asie et Amérique du Nord (Subba et Pradhan, 2022).

Les premieres études sur la composition chimique d’U. dioica ont été réalisees sur les extraits
de racines, puis les constituants chimiques des autres parties de la plante ont été largement
étudiés (Grauso et al., 2020).

Les études sur la composition de la plante ont révélé la présence des composés phénoliques tel
que les acides phénoliques (comme l'acide acétohydroxamique, l'acide gallique, l'acide
caféique, l'acide p-hydroxybenzoique et I'acide éllagique) (Koczkodaj et al., 2023; Ugur et
Guzel, 2023), les flavonoides (comme l'apigénine, l'astragaline, la génistéine, I'isorhamnétine,
le kaempferol, le rutoside, la quercétine et la catéchine), les coumarines (comme l'esculétine
et la scopolétine) (Koczkodaj et al ., 2023 ), les tanins et les lignanes, des stérols, des acides
gras, des polysaccharides et des isolectines (Esposito et al., 2019), des terpénoides, des
caroténoides, des glucides (Boscaro et al., 2022), des alcaloides, des terpenes, des protéines,
des vitamines tel que la vitamine B1, la vitamine B3, la vitamine B2, la vitamine B6, la
vitamine A et la vitamine K ainsi que des minéraux comme le sélénium, le phosphore, le zinc,

le cuivre, le potassium, le fer, le magnésium, le manganese et le calcium (Bhusal et al., 2022).

La tige et les feuilles sont couvertes avec de poils contenant de I'histamine (Rawat et al.,
2020; Jaiswal et Lee, 2022), de lacide formique (Rawat et al., 2020), de la 5-
hydroxytryptamine et de I'acétylcholine (Jaiswal et Lee, 2022).
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Les composés phytochimiques ont une répartition inégale mais riche; la racine contient des
lectines, des polysaccharides, des phytostérols, des coumarines (scopolétine), des lignanes et
de grandes quantités d'acides gras, les feuilles sont riches en flavonoides (principalement la
quercétine, le kaempférol, la rutine et ses derivés 3-rutinosides et 3-glycosides, la catéchine,
I’épicatéchine et 1’épigallocatéchine-gallate) alors que les fleurs contiennent de grandes
quantités de B-sitostérol et de glycosides de 7-flavonoides (Said Ait Haj et al., 2016; Uyar et
al., 2016; Singla et al., 2021; Boscaro et al., 2022; Devkota et al., 2022 et Taheri et al., 2022).

Les racines sont riches en acides gras polyinsaturés et en acides gras monoinsaturés alors que

les feuilles contiennent des acides gras saturés (Taraseviciene et al., 2023).

2.4. Utilisation d’Urtica dioica L.

En médecine traditionnelle, les racines d’Urtica dioica L. sont utilisées comme diurétiques,
astringentes et emménagogues (Keles et al., 2020; Subba et pradhan, 2022). Elles sont
également utilisées pour le traitement de la toux, du rhume, de I'asthme, ... (Semalty et al.,
2017; Jaiswal et Lee, 2022).

Le jus des tiges est utilisé pour le traitement de la fiévre (Devkota et al., 2017) alors que le jus
des feuilles peut étre appliqué sur les brilures et les plaies et permet leur cicatrisation
(Devkota et al., 2017; Kasouni et al., 2021). Les feuilles sont aussi utilisées pour le traitement
des rhumatismes et des troubles gastro-intestinaux (Juma et al., 2015; Subba et pradhan,
2022).

Les feuilles sont trés nutritives et peuvent étre conservées pour I'hiver et consommées apres
séchage (Grauso et al., 2020). Elles sont consommeées a la fois crues et blanchies, légerement
frites ou cuites a la vapeur dans différents aliments comme le pesto, les soupes et les biscuits
(Esposito et al., 2019).

L'extrait de feuilles peut étre utilisé comme puissant agent conservateur des aliments
permettant de réduire les infections d'origine alimentaire (Elez Garofuli¢ et al., 2021). Elles
sont aussi utilisées pour extraire la chlorophylle, un ingrédient colorant vert (E140) utilisé
dans les aliments et les produits pharmaceutiques (Bhusal et al., 2022). Elle est également un

composant courant du shampooing (Bourgeois et al., 2016).
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2.5. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques d’Urtica dioica L.

Urtica dioica L. est connue depuis I'Antiquité comme une plante unique a divers usages
médicinaux (Goswami et al., 2022). Cela a été prouvé par plusieurs études qui ont montré la
présence de différents effets comme 1’effet anti-anthelmintique (Moussouni et al., 2019),
cicatrisant (Kasouni et al., 2021), anti-hypertensif (Vajic et al., 2018), hypoglycémiant
(Altamimi et al., 2022), anti-inflammatoire (Liao et al., 2016), antiprolifératif (D'Abrosca et
al., 2019), antibactérien (Al-Salhi, 2020), ...

Urtica dioica L. exerce également des effets protecteurs de différents tissus contre les
toxicités induites par divers toxiques. Ces effets sont principalement médiés par son action
modulatrice des systemes de défense antioxydante de 1’organisme et son pouvoir de piégeage
des radicaux libres. Par exemple, I’extrait hydro-alcoolique des parties aériennes d'U. dioica
induit une diminution des niveaux du MDA et une amélioration de l'activité de la SOD et de
la CAT chez les rats males Wistar auxquels des troubles de la mémoire ont été induits par
I’administration de la scopolamine (Ghasemi et al., 2018).

Dans un modele d'occlusion de I'artére carotide bicommune chez le rat, le prétraitement avec
I’extrait éthanolique d'U. dioica, présent sous forme de teinture mere homéopathique, réduit
les Iésions dues a ’ischémie-réperfusion par inhibition de la production des ROS (Padmavati
et Annapurna, 2022).

U. dioica a également un effet cardio-protecteur. Chez les rats Sprague-Dawley, le
prétraitement avec U. dioica permet une protection contre les dommages cardiaque induits par
I’administration de la doxorubicine en réduisant les taux du MDA et augmentant les activités
enzymatiques de la SOD, CAT et GPx (Erboga et al., 2016).

L'huile fixe d'Urtica dioica L. est capable de réduire significativement la fibrose chez les rats
qui ont subi une ligature des voies biliaires (Oguz et al., 2015). L'administration de cette huile
diminue les dommages hépatiques, diminue 1’a-SMA (Alpha Smooth Muscle Actin), réduit
I'intensité de l'immunoréactivité de la cytokératine dans les canaux biliaires et diminue

I’apoptose dans les cellules hépatiques (Oguz et al., 2015).

Selon une étude d’Al-Assaf et al., les extraits flavonoides, glycosides et alcaloides d’Urtica
dioica L. diminuent les niveaux du MDA et augmentent la fonction des enzymes
antioxydantes SOD, GPx, CAT et GST et les niveaux du GSH, suggérant gu'ils ont un effet
protecteur contre le stress oxydant et les lésions tissulaires induites par I'éthyléne glycol chez
les lapins (Al-Assaf et al., 2020).
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Il a été aussi démontré histologiquement et biochimiquement que I'extrait des graines d'Urtica
dioica L. a des effets hépatoprotecteur par 1’amélioration de la fonction hépatique du poulet
(Uyar et al., 2016). Le traitement du poulet avec cet extrait et I'aflatoxine diminue les
concentrations de I’AST, ALT, yGT et LDH, améliore l'activité de la GR (Glutathione
Reductase) et de la SOD et diminue la teneur en MDA, ce qui protége les lipides
membranaires des dommages oxydatifs. Cet extrait atténue aussi la formation des ROS (Uyar
etal., 2016).
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Notre travail consiste en une recherche sur 1’effet hépatoprotecteur de 1’extrait hydro-
éthanolique des feuilles d’Urtica dioica L. contre la toxicité induite par le docétaxel.

Toutes les expériences a la fois in vitro et in vivo ont été menées au laboratoire de
pharmacologie du Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire de I’Université de Jijel

ainsi qu’au niveau de I’animalerie du méme département.

1. Animaux et conditions d'élevage

Les rats Wistar albinos méles utilisés dans les expériences animales 4gés de 3 mois et d’un
poids moyen de 250 g proviennent de I'Institut Pasteur d'Alger. lls étaient placés dans des
cages en plastique a température comprise entre 20 et 25 °C et a acces libre a la nourriture et a

I’eau.

2. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur des échantillons de feuilles d’Urtica dioica L. recueillies début
Janvier 2023 dans la région de Mchta dar ban kirat de la wilaya de Jijel. Apres la cueillette,
les feuilles ont été séchées pendant 15 jours dans un endroit sec, aéré et a I’abri de la lumiére
puis broyées en une fine poudre, qui sera tamisée puis stockée a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité dans des flacons en verre hermétiquement scellés.

3. Préparation de ’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.
Selon le protocole décrit par Sultana et al., ’extrait hydro-éthanolique a été préparé en
effectuant une macération dans un mélange éthanol/eau (80 % / 20 %) pendant trois jours sous
agitation continue et a 1’abri de la lumiere (Sultana et al., 2009). Le macérat obtenu est filtré
et le filtrat est séché a 40 °C a l'aide d'un évaporateur rotatif (Buchi R-300). L’extrait hydro-
éthanolique obtenu est récupéré et le rendement d'extraction est calculé en utilisant la formule
ci-dessous:

Rendement d’extraction en (%) = (E1 / E2) * 100.
El = Poids du résidu de I'extrait obtenu (g).
E2 = Poids de la poudre (g).

4. Dosages des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie suivant la méthode
colorimétrique en utilisant le Folin-Ciocalteu, un acide jaune qui réagit avec les résidus

phénoliques pour former des complexes bleus. Ce dosage est basé sur la quantification de la
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concentration totale des groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. Le dosage a été
réalisé en utilisant le protocole décrit par Heilerova et al. (Heilerova et al., 2003). 0,2 ml de
I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L. a été mélangé avec 1,5 ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué au 1/10°™. Aprés incubation pendant 5 min a ’obscurité, 1,5 ml de la solution
de Na,COs3 (7,5 %) ont été ajoutés. Apres incubation pendant 90 min a température ambiante,
I'absorbance est lue & 750 nm.

Les polyphénols ont été quantifiés a partir d'une courbe d'étalonnage de l'acide gallique a
différentes concentrations préparée dans les mémes conditions (Annexe).

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g E).

5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode décrite par Djeridane et al. (Djeridane
et al., 2006). La technique repose sur la formation d’un complexe jaune; un complexe trés
stable, entre le chlorure d’aluminium (Alcls) et les atomes d’oxygeéne présents sur les
carbones 4 et 5 des flavonoides.

Pour réaliser ce dosage, 1 ml de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L. a été mélangé
avec 1 ml d’Alcls (2 %) puis I’absorbance a été immédiatement lue a 430 nm.

Pour déterminer la teneur en flavonoides, une courbe d’étalonnage de quercétine a été
préparée dans les mémes conditions, avec une série de dilutions (de 3,9 pg/ml a 125 pg/ml)
(Annexe).

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme d’extrait
(mg EQ/ g E).

6. Dosage des tanins hydrolysables

La méthode de Mole et Waterman a été utilisée pour évaluer la teneur de I’extrait en tanins
hydrolysables (Mole et Waterman, 1987).

Un volume de 1 ml d’extrait hydro-éthanolique a été mélangé avec 3,5 ml de Fecl; (0,01 %
dans le Hcl 0,01 M). Aprés incubation du mélange pendant 10 min, 1’absorbance est lue & 660
nm.

La courbe d'étalonnage de I'acide tannique (Annexe) a été utilisée pour calculer la teneur en
tanins hydrolysables, qui est exprimée en mg d'acide tannique équivalent par gramme
d’extrait brut (mg EAT/g E).
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7. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.

in vitro

7.1. Capacité antioxydante totale

L’évaluation de la capacité antioxydante totale a été réalisée par la méthode de
phosphomolybdate décrite par Battol et al. (Battol et al., 2019).

Pour se faire, 300 ul de I’extrait hydro-éthanolique a différentes concentrations (15,62; 31,25;
62,5; 125; 250 et 500 ug/ml) ont été mélangés avec 3 ml d’une solution constituée de 0,6 M
d’acide sulfurique, 28 mM de NazPO, et de 4 mM de molybdate d’ammonium. Ce mélange
est mis a incubation au bain marie a 95 °C pendant 90 min puis I'absorbance est lue a 695 nm.
L'acide ascorbique a diverses concentrations et aux mémes conditions a été utilisé comme
référence.

L'activité antioxydante totale de I’extrait est évaluée en comparant les absorbances avec ceux
de I’acide ascorbique pour chaque concentration et en déterminant aussi la concentration

équivalente en acide ascorbique (mg/g d’extrait).

7.2. Pouvoir réducteur du fer

La méthode décrite par Oyaiz (Oyaiz, 1986) a été utilisée pour évaluer du pouvoir réducteur
de I’extrait hydro-éthanolique d’U. dioica.

Un volume de 1000 ul de I’extrait a différentes concentrations (7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125;
250 et 500 pg/ml) est mélangé avec 2600 ul de tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et avec un
volume égale de la solution de ferricyanure de potassium KzFe (CN)s (1 %). Le mélange est
ensuite incubé a 50 °C pendant 20 min. Aprés refroidissement, 2600 pl d’acide
trichloroacétique TCA ont été ajoutés. Le mélange est centrifugé a 800 g pendant 10 min puis
2600 pl du surnageant sont prélevés et ajoutés a un volume équivalent d’eau distillée et 520 pl
de chlorure ferrique Fecls (0,1 %).

Apres 10 min, 1’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions. L'acide ascorbique est utilisé comme molécule de référence.

Le pouvoir réducteur de ’extrait est évalué en comparant les absorbances avec ceux de
I’acide ascorbique pour chaque concentration et en déterminant aussi la concentration

équivalente en acide ascorbique (mg/g d’extrait).
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7.3. Pouvoir de piégeage de radicale DPPH’
L’évaluation du pouvoir de piégeage du radicale DPPH" est basée sur la réduction du radical
DPPH" violet par les antioxydants via un mécanisme de transfert d'atomes d'hydrogene, en
molécules DPPH, provoquant un changement de couleur en jaune péale stable. Le radical
violet DPPH" restant est mesuré spectrophotométriquement pour déterminer lactivité
antioxydante (Sirivibulkovit et al., 2018).
L’¢évaluation du pouvoir du piégeage du radical DPPH" de I’extrait hydro-éthanolique des
feuilles d’Urtica dioica L. a été réalisée en se basant sur la méthode décrite par Lopelutz et al.
(Lopelutz et al., 2008).
Pour réaliser ce test, 1,95 ml de la solution de DPPH" (60 uM) ont été ajoutés a 50 ul d’extrait
a différentes concentrations (0,78125; 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 et 500
ug/ml). Le mélange est ensuite incubé pendant 30 min a température ambiante et a 1’obscurité
et I’absorbance est lue a 515 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.
L’acide ascorbique aux mémes concentrations a été utilisé comme molécule de référence.
Le taux d'inhibition du DPPH" a été calculé selon la formule suivante :

1% = ((Ac — AE) / Ac) * 100
Ac : Absorbance du contréle.
AE : Absorbance de 1’échantillon (Extrait/acide ascorbique).

7.4. Pouvoir de piégeage du radical ABTS™
Sa méthode d’évaluation est basée sur la décoloration de 'ABTS™ (Erel, 2004) due a la
capacité des antioxydants de donner un électron et piéger le cation radicalaire ABTS™ (2,2
azinobis 3-ethylbenzothi-zoline-6-sulfonic acid) (Herraiz et Galisteo, 2004).
La méthode de Re et al. a été utilisée pour déterminer le pouvoir de piégeage du radical
cationique ABTS™ de I'extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L. (Re et al., 1999).
Aprés avoir mélangé 900 pl de la solution éthanolique du radical cationique ABTS™ avec 100
ul d'extrait a différentes concentrations (1,953; 3,9; 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250;
500 et 1000 ug/ml), le mélange est incubé pendant 30 minutes a I'obscurité et a température
ambiante. L’absorbance est lue @ 734 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.
L'acide ascorbique aux mémes concentrations est utilisé comme molécule de référence.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :

| % = ((Ac — AE) / Ac) * 100
Ac : Absorbance du controle.
AE : Absorbance de I’échantillon.
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8. Etude expérimentale in vivo

Les rats Wistar albinos ont été répartis en 4 lots de 4 rats chacun puis traités comme suit :

Lot 1 : témoin; les rats de ce lots ont regu 1 ml d’eau physiologique (per 0s) pendant 7 jours.
Lot 2 : contrble (+); les rats ont regu 1 ml d’eau physiologique (per 0s) pendant 7 jours.

Lot 3et 4: les rats de ces lots ont regu chacun 1 ml d’extrait hydro-éthanolique d’Urtica
dioica L. pendant 7 jours.

Aprés 7 jours, les rats des lots 2 et 3 ont regu la 1% cure du docétaxel (injection i.p. de 500 pl
d’une dose unique de de docétaxel (2 mg/kg)).

Les lots 1 et 4 ont recu une injection i.p. du véhicule (500 ul d’eau physiologique).

Apres 14 jours, le méme protocole des différents traitements est répété.

24h apres le dernier traitement avec le docétaxel, les rats sont sacrifiés et le sang et le foie

sont récupérés pour des études ultérieurs.

8.1. Etude histologique

Aprés récupération des foies, une partie de chaque foie a été conservée au formol 10 % pour
I’étude histologique.

Les tissus fixés subissent d’abord une déshydratation suivie d’une inclusion a la paraffine,
d’une coupure des tissus au microtome & une épaisseur de 5 pm, d’un déparaffinage, d’une
réhydratation et d’une coloration avec I’hématoxyline et 1’éosine. Aprés montage, les lames
ont été examinées a l'aide d'un microscope optique au grossissement 40 pour identifier les

modifications histologiques et les anomalies pouvant étre présentes.

8.2. Dosages hématologiques

Le sang a été prélevé le jour du sacrifice depuis le sinus rétro-orbital des yeux rats. Une partie
a été conservée dans des tubes héparinés et sert a 1’évaluation des taux d’ALT et AST en
utilisant des kits spécifiques du dosage et 1’autre partie dans des tubes contenant de ’EDTA

pour I’évaluation de la NFS basée sur la variation d’impédance.

8.3. Etude du stress oxydant in vivo
La partie restante de chaque foie a été directement conservée au congélateur a -20 °C pour

I'étude des parametres de stress oxydant.
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8.3.1. Extraction de la fraction cytosolique

L’extraction de la fraction cytosolique a été réalisée en suivant la méthode décrite dans
I’étude de Kebsa et al. (Kebsa et al., 2014).

Pour y parvenir, un volume de tissu hépatique fragmenté a été homogéneisé avec trois
volumes du tampon phosphate (0,15 M; pH 7,4) contenant du Kcl (1,17 %).

Aprés broyage au Potter, I'nomogénat est centrifugé a 4 °C a 3000 rpm/15 min puis a 9600
rpm/30 min. Le surnageant récupére et conservé a -20 °C pour I'étude des parametres du stress

oxydant.

8.3.2. Activite de la catalase cytosolique
La catalase est I’enzyme responsable de 1’élimination du H,O; produit lors du stress oxydant
(Djouza Salmi et al., 2021). Pour évaluer cette activité, un volume de 25 pl de la fraction
cytosolique a été ajouté a 1 ml de tampon phosphate (0,1 M; pH 7,2). 950 ul d’H,0, (0,019
M) sont ensuite ajoutés et 1’absorbance est directement lue @ 240 nm chaque 30 seconde
pendant 2 min (Claiborne, 1985). L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en Ul/g
de protéines et calculée selon la relation :

Activité CAT (Ul/g protéines) = ((2,30333/T) * log (A1/A2)) / g protéines.
T = Intervalle de temps en min.
Al = Absorbance a T1.
A2 = Absorbance a T2.

8.3.3. Activité de la SOD cytosolique

L’activité enzymatique de la SOD cytosolique a été évaluée par la méthode de Marklund et
Marklund basee sur la capacité de la SOD a inhiber 1’auto-oxydation du pyrogallol (Marklund
et Marklund, 1974).

850 ul de tampon Tris-Hel (50 mM, pH 8,2) sont mélangés avec 15 ul de la fraction
cytosolique et 100 pul d’EDTA (10 mM). 50 ul de pyrogallol sont ensuite ajoutés a ce mélange
et I’absorbance est directement lue a 420 nm chaque min pendant 5 min.

Le contrble est préparé dans les mémes conditions par le remplacement de la fraction

cytosolique par le tampon d’homogéinisation.
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L’activité de la SOD est mesurée comme suit :
(Vp—-Vs) Vt

Activité SOD (Ul/ml)= —————* —*n
(Vp*0,5 wvs

Ou:

Vp : Vitesse d’auto-oxydation du pyrogallol (contrdle).

Vs : Vitesse d’auto-oxydation de 1’échantillon.

Vt : Volume total de la réaction (ml).

vs : Volume de I’enzyme utilisé dans 1’essai (ml).

n : Facteur de dilution de la SOD dans I’échantillon.
0,5 : Facteur de 50 % d’inhibition.

Ul/ml de I’enzyme

Ul/mg protéines =

mg/ml de protéines

8.3.4. Activité de la GST cytosolique

L’activité de la GST cytosolique a été déterminée par la méthode décrite par Habig et al. en

utilisant le CDNB (1-Chloro-2,4-Dinitrobenzene) comme substrat électrophile qui se lie au

GSH en présence de la GST conduisant a la formation d’un complexe coloré détecté

spectrophotométriqguement a 340 nm (Habig et al., 1974).

Dans un tube, 100 ul de CDNB (20 mM) et 1700 pl de tampon phosphate (0,1 M; pH 6,5)
sont mélangés et incubés pendant 10 min a 37 °C. Apres 1’ajout de 100 pl de GSH et 100 pl

de la fraction cytosolique, la réaction commence et la variation de I’absorbance est lue a 340

nm chagque min pendant 5 min.

Pour le contrdle, la fraction cytosolique est remplacée par le tampon d’homogéinisation.

Le calcul de I’activité enzymatique de la GST est réalisé selon la relation :
(A A 340 /min Test — A A 340 /min contrdle) / (Vt) (Fd)

Enzyme (Ul/ml) =

(9,6) (Ve)

Vt: Volume total (ml) de I’essai.

Fd : Facteur de dilution
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9,6: Coefficient d’extinction millimolaire du glutathion-1-chloro-2,4-dinitrobenzéne conjugué
a 340 nm.

Ve : Volume (ml) de ’enzyme utilisée.

Ul/ml de I’enzyme

Ul/mg protéines =
mg/ml de protéines

8.3.5. Dosage du glutathion cytosolique

Les niveaux de GSH ont été mesures a l'aide de la méthode d’Ellman en utilisant le DTNB (5-
5’ Dithionitrobenzoic acid) qui sera coupé en présence du GSH et produit I’acide 2- nitro5-
thiobenzoique (TNB), produit de couleur jaune absorbant a 412 nm (Ellman 1959).

Pour réaliser ce dosage, 50 pl de la fraction cytosolique sont ajoutés a 5 ml de tampon
phosphate (0,1 M; pH 8). Ensuite 3 ml de ce mélange sont prélevés et mélangés avec 20 ul de
DTNB (0,01 M). Le melange est incubé a température ambiante pendant 15 min et
I’absorbance est lue a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

Les taux du GSH sont déterminés a partir d'une courbe d’étalonnage de GSH préparée dans

les mémes conditions.

8.3.6. Dosage de malondialdéhyde

Le malondialdéhyde MDA est un marqueur de I'oxydation des lipides. Il est considéré comme
un des produits terminaux de lI'oxydation des acides gras polyinsaturés. Le dosage du MDA a
été réalisé selon la méthode d’Okhawa et al. en se basant sur la formation en milieu acide et a
100 °C, d’un complexe rose entre le MDA et le TBA (Thiobarbituric Acid), extrait par le n-
butanol et qui absorbe a 530 nm (Okhawa et al., 1979). Pour ce test, 0,5 ml de la fraction
cytosolique sont ajoutés a 0,5 ml de TCA (20 %) et 1 ml de TBA (0,67 %) et le mélange est
chauffé au bain Marie a 100 °C pendant 15 minutes. Apres refroidissement, 4 ml de n-butanol
sont ajoutés et le mélange est centrifugé a 3000 rpm/ 15 min. L’absorbance du surnageant est

lue & 530 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

La concentration du MDA est calculée selon la relation de Beer-Lambert: A=g*1*C
A*10°
C (nmol/mg protéines) =

e*I*X
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C = Concentration du MDA de I’échantillon.
A = Absorbance de 1’échantillon.
€ = Coefficient d'extinction molaire du MDA = 1,56 *10° Mol/cm.

| = Longueur du trajet lumineux (= 1 cm).

X = Concentration de I’échantillon en protéines (mg/ml).

8.3.7. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été realise selon la méthode de Bradford basée sur la complexation
des acides aminés aromatiques présents dans les protéines a doser, avec le bleu brillant de
Coomassie (Bradford, 1976).

Pour cela, un volume de 50 pl de la fraction cytosolique diluée au 1/5° est mélangé avec 2,5
ml du réactif de Bradford. Le mélange est agité puis mis en incubation a température
ambiante pendant 5 min et I’absorbance est ensuite lue a 595 nm.

Le taux des protéines est déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage de BSA préparée dans

les mémes conditions.

9. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les calculs et 1’analyse statistique ont été
réalisés en utilisant le logiciel Excel en se basant sur le test-t de Student pour les
comparaisons a deux et le test ANOVA suivi du test post hoc de Tukey pour les comparaisons
multiples, * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
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Notre ¢étude consiste a évaluer I’effet hépato-protecteur de I’extrait hydroéthanolique des
feuilles d’Urtica dioica L. (EHEUD) contre 1’hépatotoxicité induite par le docétaxel. Pour

cela, des tests in vitro et in vivo ont été réalisés précédés par une macération et une extraction.

1. Rendement d’extraction de I’extrait hydro-éthanolique d’Urfica dioica L.
Notre extrait a été obtenu apres une macération de la poudre des feuilles d’U. dioica dans un
mélange éthanol/eau. Le rendement d’extraction a été calculé et a permis d’obtenir les

résultats présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1. Rendement d’extraction de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles d’Urtica

dioica L.
Poids de la Poids de PEHEUD Rendement
Poudre (g) (g) d’extraction %
Extrait hydro-éthanolique 140 g 16,06 g 11,47 %
d’Urtica dioica L.

Nous observons qu’a partir de 140 g de poudre, nous avons pu obtenir un rendement de 11,47

% (16,06 g), qui va étre utilisé pour les tests in vitro et in vivo ultérieurs.

2. Teneur en composés phénoliques de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.
Pour I’évaluation de la teneur en composés phénoliques de notre extrait, nous avons réalisé un
dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins hydrolysables. Les résultats

obtenus sont ceux figurants sur le tableau 2.

Tableau 2. Teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins hydrolysables de I’extrait

hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.

Polyphénols totaux Flavonoides (mg Tanins
(mg Eq AG/g) EQ/g extrait) hydrolysables
(mg EAT/g extrait)
EHEUD 324,42 + 13,02 39,116 £ 1,12 1,08 +£0,033
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Le contenu en polyphénols totaux a été estimé par la méthode de Folin-Ciocalteu, en mesurant

les absorbances par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 760 nm.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir de 1'équation de régression linéaire de
la courbe d'étalonnage de l'acide gallique établie avec des concentrations croissantes d’acide
gallique et exprimé en pg équivalent d’acide gallique/mg d’extrait (Annexe 1).

Nos résultats indiquent la richesse de notre extrait en polyphénols (taux égale a 324,42 +

13,02 mg Eq AG/g extrait).

Le dosage des flavonoides a été effectué¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3)
utilisant une gamme d’étalonnage de la quercétine a différentes concentrations.

A partir de 1'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage de la quercétine
(Annexe 2), les résultats indiquent la présence d’une quantité importante de flavonoides dans

I’EHEUD ¢égale a 39,116 (mg EQ/ g extrait) et qui représente 12,06 % des polyphénols totaux.

La teneur en tanins hydrolysables a été quantifiée par la méthode de Mole et Waterman (Mole
et Waterman, 1987) et déduite a partir de 1'équation de régression linéaire de la courbe
d'étalonnage de 'acide tannique a différentes concentrations (Annexe 3).

La teneur de ’EHEUD en tanins hydrolysables était faible, égale a 1,08 + 0,033 mg EAT/g

d’extrait et qui représente un pourcentage de 0,33 % des polyphénols totaux.

3. Capacité antioxydante totale de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.
La capacité antioxydante totale de ’EHEUD a été mesurée spectrophotométriquement par la
méthode de phosphomolybdate, basée sur la réduction de Mo(VI) en Mo(V) par I’extrait/acide

ascorbique et la formation d'un complexe phosphate/Mo(V) de couleur verte a pH acide.

Dans notre €tude, la capacité antioxydante totale de I’extrait hydro-éthanolique d’U. dioica a
¢té¢ évaluée de 2 maniére différentes; en comparant les absorbances obtenues avec 1’extrait
avec celles de I’acide ascorbique a différentes concentrations (concentrations croissantes) (A)
et aussi en calculant la concentration équivalente de notre extrait en mgEqAA/g a partir de la
courbe de régression (Annexe 4) de 1’acide ascorbique établie aux mémes concentrations que

I’extrait (B). Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 6.
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Fig. 6 (A) Variations des absorbances de PEHEUD et de I’acide ascorbique en fonction
des concentrations (15,62; 31,25; 62,5; 125; 250 et 500 pg/ml).
(B)Capacité antioxydante totale de "EHEUD a différentes concentrations (15,62; 31,25;
62,5; 125; 250 et 500 pg/ml).
Les résultats représentent les moyennes + SD (N=3). Test-f de Student. ns p> 0,05; *p< 0,05

*#p<0,01 (comparaison entre 1’acide ascorbique et 'EHEUD).

Les résultats présentés dans la figure précédente indiquent que les absorbances de ’EHEUD
et de I’acide ascorbique augmentent proportionnellement avec la concentration
(concentration dépendantes).

L’absorbance de ’EHEUD la plus ¢€levée est celle qui correspond a la concentration de 500
ug/ml et qui est égale a 0,498 inférieure (p< 0,05) a celle de I’acide ascorbique a la méme
concentration, égale a 0,803. Cependant aux concentrations inférieures a 125 pg/ml, les
absorbances de ’EHEUD sont égales a celles de 1’acide ascorbique (p> 0,05), ce qui signifie

une équivalence des activités antioxydantes totales.

La capacité antioxydante totale est aussi concentration dépendante, allant de 0,201 pour la
concentration la plus petite de 15,62 pg/ml et atteignant une valeur de 236,5 mgEqAA/g

d’extrait a la concentration de 500 pg/ml.
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4. Pouvoir réducteur de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.
Les résultats du pouvoir réducteur de ’EHEUD sont présentés dans la figure suivante, qui
montre les variations des absorbances en fonction des concentrations (A) et le pouvoir

réducteur de "EHEUD a différentes concentrations (B).
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Fig. 7 (A) Variations des absorbances de PEHEUD et de I’acide ascorbique en fonction
des concentrations (7,81; 15,62 ; 31,25; 62,5; 125; 250 et 500 pg/ml).
(B) Pouvoir réducteur de PEHEUD et de I’acide ascorbique a différentes concentrations
(7,81; 31,25; 62,5; 125; 250 et 500 pg/ml).
Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 3). Test-¢ de Student. ns p> 0,05;

** p<0,01 (comparaison entre 1’acide ascorbique et '"EHEUD).

Comme pour la capacité antioxydante totale, le pouvoir réducteur de '"EHEUD a été évalué
de 2 manieres; en comparant les absorbances avec celles de ’acide ascorbique d’un co6té et en
calculant les concentrations équivalentes en acide ascorbique exprimées en mg/g de 1’extrait,

a partir de la courbe de régression (Annexe 5) de I’acide ascorbique d’un autre coté.

Le pouvoir réducteur de I’EHEUD dépend des absorbances qui ont augmenté
proportionnellement en fonction des concentrations, ce qui indique que I’EHEUD a réduit le
fer d’une manicre concentration dépendante avec les absorbances allant de 0,2 + 0,022 a
0,7005 + 0,0345 pour les concentrations de 15,62 a 500 pg/ml respectivement.

L’absorbance de 1’acide ascorbique est significativement supérieure (p< 0,01) a celle de
I’EHEUD dans la concentration la plus élevée, 500 pg/ml, mais aucune différence

significative (p> 0,05) n’a été enregistrée aux les concentrations de 62,5 et 125 pg/ml.
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Le calcul du pouvoir réducteur représenté par la concentration équivalente appuie ces
résultats. Il est égal a 284,61 + 15,715 mg EqAA/g a la concentration de 500 pg/ml, tandis
qu’il est de 10,33 + 0,475 mg EqAA/g a la concentration la plus faible.

5. Pouvoir de piégeage du radical DPPH" de I’extrait hydro-éthanolique d’ Urtica dioica
L.

La capacité de don d'atomes d'hydrogéne de ’EHEUD a été déterminée par la décoloration
d'une solution méthanolique de DPPH'. Le DPPH en solution produit une couleur violette qui
s'estompe en nuances de couleur jaune en présence d'antioxydants dans le milieu réactionnel.
Les résultats du pouvoir réducteur du radical DPPH" de notre extrait et de 1’acide ascorbique

sont présentés dans la figure 8.
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Fig. 8 Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH" de PEHEUD et de I’acide
ascorbique (aux concentrations de 0,78125; 1,5625; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 et
500 pg/ml).

Les résultats représentent les variations des pourcentages d’inhibition du DPPH™ (Moyenne +

SD) en fonction des concentrations (N=3).

L’étude des variations du pourcentage d’inhibition du radical DPPH" en fonction des
concentrations de "EHEUD nous a permis de calculer I’IC50. Elle est égale a 112,96 + 1,435
pg/ml, inférieure (p< 0,001) a celle de I’acide ascorbique utilis¢ comme molécule de référence
et qui était égale a 27,53 + 0,15 pg/ml.

Ce pourcentage d’inhibition est I’indicateur de la présence d’un effet scavenger ou piégeur

des radicaux libres. Ce pouvoir est concentration dépendant allant de 1,61 = 0,15 % a la
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concentration de 0,78125 pg/ml a 95,08 + 0,3 % a 500 pg/ml pour 1’acide ascorbique contre
0,615 £ 0,03 % a 80,78 = 0,77 % pour ’EHEUD.

6. Activité de piégeage du radical ABTS™ de I’extrait hydro-éthanolique d’Urfica dioica
L.

Les résultats de I’effet antiradicalaire de ’EHEUD et de 1’acide ascorbique a différentes

concentrations vis-a-vis du radical ABTS " sont présentés dans la figure 9.
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Fig. 9 Activité antiradicalaire vis-a-vis du radical ABTS" de PEHEUD et de ’acide
ascorbique (concentrations de 1,953; 3,9; 7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 et
1000 pg/ml). Les résultats représentent les variations des pourcentages d’inhibition de

I’ABTS + (Moyenne = SD) en fonction des concentrations (N=3).

Selon les résultats, I’effet de piégeage du radical ABTS ™ de ’EHEUD et de I’acide
ascorbique est concentration dépendant. Le taux d’inhibition varie entre 1,58 % a la
concentration de 1,953 pg/ml et 84,15 % a la concentration de 1000 pg/ml, inferieur (p< 0,05)
a celui de ’acide ascorbique qui est égale a 6,80 % et 96,27 % Respectivement.

Le pouvoir de piégeage du radical ABTS " de I’'EHEUD est inférieur (p< 0,001) a celui de
I’acide ascorbique avec une IC50 de 161,92 + 0,23 pg/ml pour le premier et 47,088 + 0,044
ug/ml Pour le deuxiéme.

7. Evaluation de la toxicité du docétaxel et de I’effet hépato-protecteur de I’extrait
hydro-éthanolique d’Urtica dioica L.

La toxicité hépatique est un probléme courant dans la chimiothérapie des cancers. Les taxanes

(docétaxel) sont largement excrétés par le foie (Floyd et al., 2005) et par conséquent, des
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réactions d'hépatotoxicité peuvent se produire (Remesh, 2012). D’autres toxicités ont été
¢galement enregistrées comme les toxicités hématologiques y compris 1’anémie et la

neutropénie (Razzaghdoust, 2019).

Cette partie de notre travail a été¢ consacrée a 1’étude de ’effet hépato-protecteur de 1’extrait
hydro-éthanolique des feuilles d’Urtica dioica L. contre la toxicité hépatique du docétaxel a

travers 1’évaluation de quelques parametres biochimiques et tissulaires.

7.1. Taux des granulocytes
Le nombre moyen des granulocytes a été calculé pour chaque lot et les résultats obtenus sont

présentés dans I’histogramme de la figure 10.
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Fig. 10 Effet du traitement a PEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et TEHEUD +
DTX sur la variation des taux des granulocytes. Les résultats représentent les moyennes +
SD (N=4), Test ANOVA suivi du test post hoc de Tukey. **p< 0,01 (comparaison entre le lot
témoin et le lot docétaxel); § p< 0,05 (comparaison en le lot DTX et le lot EHEUD+DTX); @

p< 0,05 (comparaison entre le lot EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

Les résultats présentés dans la figure ci-dessus montrent la variation des taux des neutrophiles
dans le sang entre les différents groupes de rats.

Le groupe témoin et le groupe traité par 'TEHEUD enregistrent les taux les plus élevés des
granulocytes neutrophiles égaux a 2,7 + 0,05 et 2,6 + 0,1x10° UL respectivement (p> 0,05).
Suite au traitement au docétaxel, une diminution trés significative des granulocytes
neutrophiles a été enregistrée avec une valeur de 1,1 = 0,5 x10° UL par rapport aux groupes

témoin et au groupe traité par '"EHEUD.
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Cependant, la cure préventive a ’EHEUD a permis de protéger en partie les rats contre la

neutropénie induite par le docétaxel avec un taux de 1,5 £ 0,6 X 10° UL (p< 0,05).

7.2. Taux des transaminases sériques

Afin d’évaluer ’effet des différents traitements sur la fonction hépatique, une analyse des taux
des transaminases ALT et AST a été effectuée sur des échantillons de sang prélevés 24 h apres
la deuxiéme administration du docétaxel (2 mg/kg). Les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 3.

Tableau 3. Effet du traitement a PEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEUD

+ DTX sur les taux des transaminases sériques (ALT et AST) chez les rats Wistar.

Lots Témoin EHEUD EHEUD + DTX DTX
ALT (UI/L) 43 +5,50 51+£1,5 67,5+ 1,5 80,5+2,5
ns * -
@
AST (UI/L) 141 +£5,5 123 £3,5 144 +7 207+ 4
* ns Fork
@@

ns p> 0,05; * p< 0,05;** p< 0,01;*** p< 0,001 (comparaison entre le lot témoin et les autres
lots); @p< 0,05; @e@@p< 0,001 (comparaison entre le lot DTX et le lot EHEUD+DTX).

D’ apres les résultats indiqués du tableau 3, une altération de la fonction hépatique a été
produite caractérisée par une augmentation des taux sériques d’ALT et AST aprés
administration du docétaxel. Ces taux sont de 1’ordre de 207 + 4 UI/L et 80,5 = 2,5 UI/L pour
I’AST et I’ALT respectivement.

Alors que le traitement a I’EHEUD seul n’a aucun effet significatif sur les taux des
transaminsases, il induit une diminution significative de ces taux lorsqu’il précede
I’administration du docétaxel ou il permet de préserver la fonction hépatique contre les dégats

pouvant étre induits par le docétaxel.

7.3. Etude histologique
La figure suivante représente les photos de 1’observation microscopique du tissu hépatique

des rats du lot témoin, lot DTX (2 mg/kg), lot EHEUD (200 mg /kg) et lot EHEUD+DTX.

38



Résultats

Témoin DTX (2 mg/kg)

EHEUD (200 mg/kg) EHEUD + DTX

Fig. 11 Observation microscopique des modifications histologiques du tissu hépatique
des rats du lot témoin, lot DTX (2 mg/kg), lot EHEUD (200 mg/Kg) et lot EHEUD+DTX.
Coloration H/E (x 40).

Le groupe témoin et le groupe trait¢ avec 'EHEUD seul (200 mg /Kg) présentent une
structure normale de tissu hépatique caractérisée par des cellules parenchymateuses
(ou hépatocytes) disposées en lames, qui convergent vers le centre du lobule de la veine
centrolobulaire avec absence de signes d’inflammation et de cellules inflammatoires.
Contrairement, le groupe traité avec le DTX (2 mg/kg) a montré une altération de la structure
histologique du tissu hépatique caractérisée par une augmentation du nombre des
macrophages (fleches noirs) et une dilatation de la veine centrolobulaire qui sont les signes
de I’installation d’une inflammation.

Le prétraitement par PTEHEUD a permis de limiter ’apparition de ces lésions fortes. Une
faible dilatation des veines centrolobulaires a été enregistrée dans quelques parties du tissu

hépatique.

7.4. Evaluation du stress oxydant hépatique

Urtica dioica L. contient une large gamme de constituants chimiques qui conférent une forte
capacité antioxydante a la plante (Ahmadipour et Khajali, 2019), qui se sont avérés efficaces
pour réduire les niveaux des oxydants dans les conditions in vivo (Du et al., 2023). L'activité

antioxydante de ’EHEUD comme hépato-protecteur contre la toxicité induite par le docétaxel

39



Résultats

a été évaluée en évaluant les variations des activités des enzymes antioxydantes SOD, CAT et
GST, le taux de GSH et les changements de la peroxydation lipidique en mesurant le taux du

MDA hépatique.

7.4.1. Activité enzymatique de la superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase SOD est une enzyme clé pour 1’é¢tude des propriétés antioxydantes
et hépato-protectrices de ’EHEUD. Les changements potentiels de 1’activité de la SOD ont
été évalués chez les quatre lots des rats : le lot t€émoin non traité, le lot traité avec ’EHEUD
(200 mg/kg), le lot traité par le docétaxel (2 mg /kg) et le lot traité par PTEHEUD (200 mg/kg)

+ docétaxel (2 mg /kg). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 12.
$

140 -
ns

=
w
(8]

@@

SOD Ul/mg prot
i
H *

=
=
o

105

Temoin EHEUD DTX EHEUD + DTX
Fig. 12 Effet du traitement a PEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEUD +
DTX sur Pactivité de la SOD. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test
ANOVA suivi du test de Tukey, ns p> 0,05; *p< 0,05; **p< 0,01 (comparaison entre le lot
témoin et les autres groupes); ee p< 0,01 (comparaison en le lot DTX et le lot

EHEUD+DTX) ; $ p< 0,05 (comparaison entre le lot EHEUD et lot EHEUD+DTX).

Les résultats montrent que ’EHEUD n’affecte pas D’activité¢ de la SOD qui était égale a
135,84 + 0,56 Ul/mg de protéines égale (p> 0,05) a celle du groupe témoin non traité (134,79
+ 0,66 Ul/mg de protéines).

Le traitement avec une dose de 2 mg/kg de docétaxel induit une réduction hautement
significative (p< 0,01) de I’activité enzymatique de la SOD alors que le prétraitement avec

I’EHEUD permet de moduler positivement et de préserver I’activité enzymatique de la SOD
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(130,61 £ 0,18 Ul/mg de protéines) par comparaison a celle du lot traité avec le docétaxel seul

(118,825 £ 0,14 Ul/mg de protéines).

7.4.2. Activité enzymatique de la catalase

L’activité enzymatique de la catalase a été ¢également évaluée dans les 4 lots. Les résultats de

son évaluation sont illustrés sous forme d’histogramme et présentés dans la figure 13.
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Fig. 13 Effet du traitement a PEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et EHEUD +
DTX sur Pactivité de la CAT. Les résultats représentent les moyennes + SD (N= 4), Test
ANOVA suivi du test de Tukey. ns p> 0,05 ; *p< 0,05 ; **p< 0,01 ; (comparaison entre le lot
témoin et les autres lots) ; ce p< 0,01 (comparaison en le lot DTX et le lot EHEUD+DTX) ; §
p< 0,05 (comparaison entre le lot EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

Les résultats montrent que ’EHEUD permet de préserver ’activité de la CAT qui est égale a
6,2665 £ 0,2845 Ul/mg de protéines, qui ne présente aucune différence avec celle du groupe
témoin, égale a 6,6525 + 0,3695 Ul/mg de protéines.

Les résultats obtenus montrent également une diminution (p< 0,01) de I’activité de la catalase
dans le tissu hépatique des rats traités au docétaxel (2,755 + 0,046 Ul/mg de protéines) par
rapport a celle du groupe témoin. Cependant, le prétraitement préventif des rats par '"EHEUD
a montré une préservation de cette activité¢ (p< 0,01) qui était égale a 4,583+ 0,117 Ul/mg de

protéines par rapport au groupe traité avec le docétaxel seul.
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7.4.3. Activité enzymatique de la glutathion S-transférase
L’évaluation de I’activité enzymatique de la GST a permis d’obtenir les résultats présentés

dans la figure 14.
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Fig. 14 Effet du traitement a PTEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEUD +
DTX sur ’activité de la GST. Les résultats représentent les moyennes £ SD (N=4), Test
ANOVA suivi du test de Tukey. ns p> 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p< 0,001 (comparaison entre le
lot témoin et les autres lots) ; @@ @ p< 0,001 ; @@p< 0,01 (comparaison entre le lot DTX et
le lot EHEUD+DTX) ; $$ p< 0,01 (comparaison entre le lot EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

Selon les résultats de la figure ci-dessus, le lot témoin et le lot traité avec une dose de 200
mg/kg d’EHEUD ont DPactivité¢ la plus élevée de la GST égale a 9,654 + 0,45 Ul/mg de

protéines et 8,78 + 0,4 Ul/mg de protéines respectivement.

Une diminution hautement significative (p< 0,001) de I’activité enzymatique de la GST a été
enregistrée chez les rats traités par le docétaxel (4,83 + 0,48 Ul/mg de protéines).

Dans le lot traité avec ’EHEUD et le docétxel, une activité supérieure de la GST cytosolique
(p< 0,001) a été enregistrée par rapport a celle des rats du lot traité seulement avec le

docétaxel.
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7.4.4. Taux cytosoliques du glutathion
Les taux cytosoliques de 1’antioxydant endogene GSH dans les tissus hépatiques des rats des
4 lots de notre étude ont été évalués par la méthode d’Ellman et les résultats obtenus a partir

de la courbe d’étalonnage du GSH (Annexe 7) sont illustrés dans la figure 15.
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Fig. 15 Effet du traitement a PEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEUD +
DTX sur P’activité de la GSH. Les résultats représentent les moyennes = SD (N= 4), Test
ANOVA suivi du test de Tukey. ns p> 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 (comparaison entre le
lot témoin et les autres lots); @@ @ p< 0,001; @@p< 0,01 (comparaison entre le lot DTX et
le lot EHEUD+DTX); $$ p< 0,01 (comparaison entre le lot EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

D’apres les résultats, on remarque une déplétion et une diminution tres significative (p<
0,001) des taux cytosoliques du GSH chez les rats traités par le docétaxel équivalents a 3,9 +
0,10 nmol/mg protéines en comparaison avec ceux du groupe de rats témoins (8,58 + 0,31
nmol/mg de protéines). Par contre, I’administration de ’EHEUD n’entraine aucune différence
(7,88 £ 0.43 nmol/mg de protéines ; p> 0,05) avec le groupe témoin.

Comme pour les autres activités enzymatiques antioxydantes, le prétraitement a ’EHEUD a
permis de restaurer les réserve cellulaire en GSH ou un taux de 5,69 + 0,30 U/mg protéines a

été enregistré, supérieur (p< 0,01) a celui du groupe non prétraité.
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7.4.5. Taux du malondialdehyde

Le MDA a été utilis€ comme marqueur de la peroxydation lipidique. Il réagit avec l'acide
thiobarbiturique TBA conduisant a la formation de MDA-TBA, conjugué de couleur rose qui
absorbe a 532 nm. Les résultats du dosage du MDA dans les différents lots sont présentés

dans la figure 16.
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Fig. 16 Effet du traitement a PTEHEUD (200 mg/kg), au DTX (2mg/kg) et a PEHEUD +
DTX sur les taux du MDA cytosolique. Les résultats représentent les moyennes £ SD (N=
4), Test ANOVA suivi du test de Tukey. ns p> 0,05 ; *** p< 0,001 (comparaison entre le lot
témoin et les autres lots); @@ p< 0,001; @@p< 0,01 (comparaison entre le lot DTX et le lot
EHEUD+DTX); $$ p< 0,01 (comparaison entre le lot EHEUD et le lot EHEUD+DTX).

Les résultats montrent que les taux du MDA du lot traité avec le docétaxel seul sont les plus
¢levés atteignant une valeur de 3,016 + 0,382 nmol/mg protéines.

Le prétraitement avec ’EHEUD permet une réduction (p< 0,01) de ces taux, qui atteignent
une valeur de dont 1,919 + 0,186 nmol/mg protéines, ce qui correspond a une diminution de la
peroxydation lipidique.

Une faible peroxydation lipidique caractérisée par des taux du MDA plus faibles a été
enregistrée dans le lot témoin (1,216 = 0,188 nmol/mg protéines) et le lot traité avec

I’EHEUD (1,154 + 0,295 nmol/mg protéines).

44



D1scussion



Discussion

Minimiser les effets secondaires et augmenter l'efficacité thérapeutique des médicaments
représentent actuellement un besoin fondamental (Chavan et Kuvalekar, 2019). Les plantes
médicinales sont une excellente source de molécules naturelles et de composés bioactifs
(Florez et al., 2022). Elles sont devenues de plus en plus populaires et sont souvent préférées
aux produits pharmaceutiques dérivés de synthese. Il est donc intéressant de déterminer leurs
composants bioactifs et d'élucider leurs mécanismes d'action moléculaires (Riechemann et al.,

1999).

Les extraits des feuilles et des racines d'Urtica dioica L. présentent un intérét médical et sont
largement utilisés en médecine traditionnelle dans de nombreuses régions du monde en raison

de leur richesse en constituants phytochimiques (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2015).

L’objectif de notre travail est d’étudier 1’effet de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles
d’Urtica dioica L. sur I’hépato-toxicité¢ induite par le docétaxel. Pour cela nous avons tout
d’abord réalisé une extraction hydro-alcoolique suivie d’une détermination de la teneur de cet
extrait en composés phénolique, de son activité anti-oxydante in vitro et de son effet hépato-

protecteur in vivo.

L'extraction est la premicre étape permettant l'isolement et la purification des composants
bioactifs a partir des matieres végétales afin d'explorer leurs activités biologiques (Moreira et
al., 2020). Elle est soutenue par diverses techniques, telles que la macération, soxhlet,
l'extraction assistée par ultrasons, l'extraction assistée par micro-ondes et l'extraction par
fluide supercritique, ... utilisant toutes différents solvants (Siouda et al., 2022).

Dans notre étude, nous avons utilisé la macération comme moyen d’extraction. La poudre fine
des parties aériennes d’Urtica dioica L. a ét¢ macérée dans une solution hydro-éthanolique
(80/20) et le rendement d’extraction obtenu était de 11,47 %. Ce résultat est trés proche de
celui obtenu par Shabir et al. qui ont obtenu un rendement d’extraction de 10,45 % mais, en

utilisant une extraction au Soxhlet (Shabir et al., 2022).

D’apres une étude réalisée par Sehari et al. sur Urtica dioica L. de 1’ouest algérien, le
rendement des extraits aqueux, ¢thanolique et méthanolique était de 12,52 %, 15,57 % et
17,01 % respectivement, ou le rendement le plus élevé était celui avec le méthanol. Le
rendement obtenu avec leur extrait éthanolique était supérieur a celui que nous avons obtenu
(Sehari et al., 2020). Cependant, Siouda et al., ont obtenu un rendement inférieur, égale a 5,96
% avec leur extrait éthanolique de I’ Urtica dioica L. récoltée de la région de Bordj Ghedir a

Bordj Bou Arreridj en Algérie (Siouda et al., 2022).
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Selon Wan et al., Le processus d'extraction affecte le rendement d’extraction et dans une
certaine mesure affecte également la stabilité des polyphénols (Wan et al., 2011). Le choix de
la technique d'extraction et du solvant est essentiel pour permettre une bonne efficacité¢ de
l'extraction des composants bioactifs (Florez et al., 2022). Les solvants polaires, tels que le
méthanol, I'eau ou I'éthanol sont les plus couramment utilisés pour I’obtention des extraits de

plantes (Florez et al., 2022).

Le choix du solvant se fait généralement en fonction de la polarité de la molécule cible a
extraire, 1'éthanol mélangé a de 1'eau est caractérisée par une faible toxicité, il est facile a
¢liminer sous pression réduite et connu pour €tre un moyen simple d'augmenter l'extraction

des composés plus polaires (Bourgeois et al., 2016).

Les polyphénols sont les principaux constituants antioxydants présents dans les plantes
médicinales (Wan et al., 2011). Ils ont la capacité de piéger les radicaux libres en donnant des
atomes d'hydrogéne, des électrons ou des cations métalliques chélatants (Moreira et al., 2020).
Les composés phénoliques tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins sont
considérés comme des contributeurs majeurs a la capacité antioxydante des plantes (Li et al.,
2007). D'aprés nos résultats, l'extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L. est riche en
polyphénols avec un taux égal a 324,42 + 13,02 mg Eq AG/g. Ce taux est plus élevé a celui
obtenu par Zouari-Bouassida et al. (Zouari-Bouassida et al., 2017) qui ont obtenu un taux de
116,9 + 5,416 mg AG/g avec leur extrait hydro-éthanolique de la région de Sfax en Tunisie
récolté du mois de février. Notre résultat est extrémement élevé en comparaison avec celui
obtenu par Siouda et al. avec I’extrait éthanolique de la région de Bordj Ghedir, Bordj Bou

Arreridj qui ont trouvé une valeur de 8,13 + 1,42 mg AG/g (Siouda et al., 2022).

En Turquie, dans ’étude de Ozkan et al., la teneur en polyphénols de 1’extrait méthanolique
d’Urtica dioica L. est de 332,19 = 2,79 mg EqAG/g (Ozkan et al., 2011), un taux trés proche
au notre, et ¢galement treés proche a celui obtenu par Abir et al. avec ’extrait aqueux d’Urtica

dioica L. de ’est algérien qui était égale a 302,96 + 5,70 EQAG/g (Abir et al., 2017).

En effet, les jeunes feuilles d'ortie contiennent la teneur la plus élevée en composés
phénoliques totaux et le mois de mars est considéré comme le meilleur moment pour récolter

l'ortie lorsque la plante est jeune (Ioana et al., 2013).
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Les flavonoides sont des composés polyphénoliques omniprésents et sont une vaste classe de
produits naturels (Mutha et al., 2021). Ce sont des métabolites secondaires de faible poids
moléculaire produits par les plantes et responsables de diverses activités biologiques (Weston

et Mathesius, 2013).

La teneur en flavonoides de notre extrait est de 39,116 + 1,12 mg EQ/g extrait. Cette teneur
est trés proche a celles des études de Zouari Bouassida égale a 43 + 0,019 mg EQ/g avec
I’extrait hydro-éthanolique de la région de Sfax en Tunisie (Zouari Bouassida et al., 2017), de
Pourmorad et al., égale a 43,3 = 0,37 mg/g avec I’extrait méthanolique du nord de 1’Iran
(Pourmorad et al., 2006) et Ozkan et al., égale a 33,94 + 1,91 mg EQ/ g avec I’extrait

méthanolique d’U. dioica récolté en Turquie (Ozkan et al., 2011).

La quantité et le type des composés polyphénoliques d'une plante peuvent s’influencer par
plusieurs facteurs comme les facteurs climatiques et environnementaux, tels que la situation
géographique, la sécheresse, les maladies, ..., le patrimoine génétique, le stade de

développement, le moment de récolte et la méthode d'extraction (Mokrani et al., 2022).

Les tanins sont un groupe hétérogéne de polyphénols, ce sont des métabolites secondaires
synthétisés en réponse a des inducteurs de stress biotiques et abiotiques (Fraga-Corral et al.,
2021). Les tanins hydrolysables sont synthétisés a partir d’acide gallique, généralement sous
forme d'esters multiples avec le D-glucose (Mary et al., 2022).

Le résultat du dosage des tanins hydrolysables de notre extrait a montré une teneur de 1,08 £
0,033 mg EAT/g. En comparaison avec les études déja réalisées, cette teneur est proche de
celle trouvée par Adhikari et al. qui ont enregistré une teneur de 0,93 + 0,01 exprimé en % en

tanins dans la poudre d’ortie du Kirtipur au Népal (Adhikari et al., 2016).

Cependant, I’extrait de Siouda et al. contient un taux de 3,08 + 0,73 (mg EAT/g) en tanins
condensés (Siouda et al., 2022).

La teneur en tanins est treés variable. Elle dépend essentiellement du stade de développement
de la plante, ou la teneur la plus €élevée en tanins se retrouve dans les jeunes feuilles d'ortie et

diminue au fur et 8 mesure avec la maturation de la plante (Ioana et al., 2013).

L’évaluation de la capacité antioxydante totale de ’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica
L. a été réalisée par le test de phosphomolybdate; ¢’est une méthode spectrophotométrique de

mesure de la capacité antioxydante par la formation d'un complexe de phosphomolybdene, a
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partir de la réduction du Mo(VI) molybdate (MoO,”) en présence de composés antioxydants
de l'extrait en molybdéne vert bleuté¢ (V) (MoO?") (Lazhar et al., 2021). Nos résultats
montrent que les absorbances et la capacité antioxydante totale de 'EHEUD augmentent
proportionnellement avec 1’augmentation des concentrations mais était inférieure a celle
trouvée avec l'acide ascorbique utilisé comme référence.

Une étude réalisée par Kdszegi et al., a montré que la capacité antioxydante présente des
variations considérables selon les différents stades phénologiques de la plante. Ils ont rapporté
que la capacité antioxydante de 1’extrait aqueux des feuilles d’U. dioica peut étre affectée par
le moment de la récolte (Kdszegi et al., 2020). Les feuilles fraiches récoltées en mois d’avril,
mai et juin possedent l'activité antioxydante la plus ¢élevée. Par contre, les feuilles récoltées a

'automne ont montré la plus faible activité antioxydante (Kdszegi et al., 2020).

L’extraction aqueuse par ultrasons avec un temps d’extraction minimum de 3,15 h est la
méthode la plus efficace qui permet d’augmenter la capacité antioxydante totale des extraits

d’ortie (Florez et al., 2022; Sic Zlabur et al., 2022).

Le test de réduction du fer ou FRAP est utilis¢é pour déterminer le pouvoir réducteur des
extraits. Il est basé sur la réduction de I’ion ferrique Fe®™ (complexe incolore) en ion ferreux
Fe’" + tripyridyltriazine (complexe de couleur bleue intense) en milieu acide et la mesure de
'augmentation de I'absorbance a 593 nm (Sehitoglu et al., 2015).

Dans notre étude, un pouvoir réducteur équivalent a 0,7005 a été enregistré a la concentration
de 500 pg/ml. Ce résultat est inférieur a celui obtenu dans 1’étude de Sarma Kataki et al. sur
I’extrait méthanolique des feuilles d’Urtica dioica L. de la région de Himachal Pradesh en
Inde qui posséde un pouvoir réducteur correspondant a 1’absorbance de 0,7 a la concentration
de 250 pg/ml (Sarma Kataki et al., 2012).

Par contre, Stanojevic¢ et ses collaborateurs, ont trouvé que I’extrait méthanolique des feuilles
d’U. dioica de Belgrade en Serbie posséde un pouvoir réducteur plus élevé de 37,60 £ 1,55

mg Fe?"

g (Stanojevic et al., 2012).

Le pouvoir réducteur de fer 1i¢ a I'inhibition du processus d'oxydation résulte de la capacité
des molécules bioactives a chélater et/ou a réduire les ions métalliques. Les flavonoides sont
capables de chélater les ions du fer et du cuivre en raison de leur structure et de leur pH
(Olszowy, 2019). Trois sites de coordination potentiels au niveau des flavonoides sont

impliqués dans cette réaction. Ils se situent entre le 5-OH (cycle A) et groupe 4-carbonyle
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(cycle C), le groupe 3-OH et 4-carbonyle (tous deux dans le cycle C) et le groupe 3'-OH et 4'-
1 OH dans le cycle B (Olszowy, 2019).

Afin d’évaluer I’activité anti-radicalaire de ’EHEUD in vitro, la méthode de la réduction du
radical libre DPPH" en présence des antioxydants a été utilisée. Le DPPH’ ou méthode des
radicaux libres stables est un moyen sensible, facile et rapide pour évaluer l'activité
antioxydante d'un composé spécifique ou d'un extrait de plante (Pourmorad et al., 2006).

La capacité de réduction du radical DPPH" de notre extrait était exprimée par une diminution
de I’absorbance a 517 nm, a des concentrations croissantes, induite par les substances
antiradicalaires qu'il contient. L’IC50 (concentration nécessaire pour réduire 50 % les radicaux
DPPH’) a été déterminée pour permettre la comparaison du pouvoir de piégeage du DPPH" de
I’EHEUD avec celui de l'acide ascorbique utilis¢ comme molécule antiradicalaire de

référence.

Les résultats de notre é¢tude montraient que I’EHEUD présente une IC50 de 112,96 + 1,435
pg/ml, inférieure (p< 0,001) a celle de 1’acide ascorbique qui était égale a 27,53 £ 0,15 ug/ml.

En 2012, Vertika et son équipe ont trouvé que I’extrait méthanolique des feuilles d’U. dioica
de I’Inde a une activité anti-radicalaire de piégeage du radical DPPH" a une IC50 de 88,33 +
2,88 ng/ml (Vertika et al., 2012) pas trop loin de celle que nous avons trouvé et proche a celle
de I’é¢tude de Jasim et al., qui ont trouvé une activité antiradicalaire de ’extrait hydro-

éthanolique d’U. dioica de I’Iraq a une IC50 égale a 92,128 pg/ml (Jasim et al., 2023).

Dans I’étude rapportée par Bhuwan et al., I’extrait hydro-alcholique d’Urtica dioica L. a un
pouvoir de piégeage du radical DPPH" moins faible a celui de notre extrait, avec une IC50 de
140 + 0,76 pg/ml (Bhuwan et al., 2015). Méme chose avec I’étude de Loshali et al., réalisée
sur I’extrait éthanolique d’U. dioica de la région de Balawala Dehradun en Inde, ou I’'IC50

¢tait égale a 186,38 = 1,91 pg/ ml (Loshali et al., 2021).

L’extrait aqueux d’U. dioica de la Tunisie présente la plus puissante activité antiradicalaire

vis-a-vis du radical DPPH" ave IC50 de 0,07 + 0,005 mg/ml (Saoudi et al., 2020).

Selon Ebrahimzadeh et al., les polyphénols et plus exactement les flavonoides sont les
responsables de cette activité de piégeage du radical DPPH’ et cette activité en est

proportionnelle (Ebrahimzadeh et al., 2010).
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En effet, le radical DPPH" réagit avec les phénols via deux mécanismes différents: une
abstraction directe de phénol H-atome (réactions HAT) et un processus de transfert des
électrons vers le DPPH’ (réactions ET) (Villafio et al., 2007).

La contribution de l'une ou l'autre voie dépend de la nature du solvant et/ou des potentiels
redox des especes concernées. Dans les solvants apolaires, le mécanisme HAT est
prédominant. Cependant, dans les solvants polaires tels que le méthanol ou I’éthanol, capables
de former de fortes liaisons hydrogénes, le mécanisme ET devient important (Villafio et al.,

2007).

Le test de décoloration des cations ABTS™ est également une méthode spectrophotométrique
largement utilisée pour 1’évaluation de l'activité antiradicalaire de diverses substances
(Miliauskas et al., 2003). Il est basé sur la capacité de réduction des antioxydants du cation
radicalaire ABTS™, ce qui produit une diminution de l'absorbance & 734 nm (Pérez-Jiméneze
etal., 2010).

Dans notre étude, nous avons trouvé que la capacité du piégeage des cations ABTS™ de
I’EHEUD correspond a une IC50 égale a 161,925 + 0,225 pg/ml, inférieure (p< 0,01) a celle
de notre standard I’acide ascorbique (47,088 + 0,044 pg/ml). Notre résultat est largement
supérieur a celui trouvé par Sidaoui el al. qui ont trouvé une IC50 égale a 5,3 pg/ml avec
I’extrait éthanolique des feuilles d’U. dioica de la région de Bizerte en Tunisie (Sidaoui et al.,
2015).

L’¢étude de Belmaghraoui et ses collaborateurs a Casablanca au Maroc sur la capacité de
I’extrait méthanolique d’U. dioica a piéger les radicaux ABTS " a montré la présence d’un
pouvoir de piégeage a une IC50 de I’ordre de 432,60 pg/ml (Belmaghraoui et al., 2018) plus

faible a celui de notre extrait.

Cette capacité a réduire le radical ABTS™ est due aux polyphénols qui sont connus pour avoir
une activité antioxydante prononcée in vitro (BeSlo et al., 2023) grace a leur structure
aromatique (Villano et al., 2007). Ainsi, les substitution des groupes hydroxyles et la
disponibilité¢ de I'hydrogene phénolique sont les facteurs les plus limitants (Moukette et al.,

2015).

La neutropénie induite par la chimiothérapie est la toxicité la plus courante causée par
I'administration des anticancéreux. Dans un grand registre prospectif, elle est définie comme
une constatation basée sur des résultats d’essais en laboratoire qui indiquent une diminution

du nombre de neutrophiles dans un échantillon de sang (Fontanella et al., 2014).
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La chimiothérapie est connue pour cibler les cellules de la moelle osseuse afin de provoquer
une neutropénie (Tonra et al., 2020).

Plusieurs études cliniques ont affirmé la présence d’une neutropénie chez les patients sous
traitement avec le docétaxel (Pond et al., 2012; Fukae et al., 2016; Blayney et al., 2021).
Selon Puisse et al., le docétaxel induit cette neutropénie a travers I’inhibition de la
prolifération des précurseurs progéniteurs des neutrophiles, au fur et a mesure de la période du
traitement (Puisse et al., 2007).

Notre étude in vivo confirme les résultats de ces études cliniques. Nous avons trouvé une
diminution significative des granulocytes neutrophiles dans le groupe traité avec le docétaxel
avec une valeur de 1,1 + 0,5x10° UL par rapport aux groupe témoin et celui traité avec

’EHEUD a des valeurs de 2,7 + 0,05 et 2,6 + 0,1x10°> UL respectivement.

En revanche, plusieurs études sur 1’extrait d’Urtica dioica L. ont montré sa contribution dans
I’augmentation et 1’amélioration du taux des neutrophiles. L’étude de Juma et al. a montré
I’augmentation du taux des neutrophiles de 27,80 + 1,03 % a 30,70 £ 1,06 % dans le groupe
traité par ’acétaminophéne et 1’extrait aqueux d’U. dioica (450 mg/kg) par rapport au groupe
traité par 1’acétaminophéne seul (500 mg/kg) (Juma et al., 2015).

Une autre étude de Binaii et al. réalisée sur les poissons a montré que le nombre des
neutrophiles était également plus élevé chez les poissons se nourrissant d'orties par rapport

aux poissons non traités (Binaii et al., 2014).

L'ALT et I'AST sont des enzymes de la gluconéogenese dépendantes du phosphate de
pyridoxal, considérées comme les principales enzymes responsables de la détoxification et qui
jouent un role vital dans le métabolisme des acides aminés au niveau du foie (Hosseini et al.,
2022). Les niveaux élevés d'ALT et d'AST sont un indicateur de dommages au foie, c'est
pourquoi ils font partie des tests sanguins de la surveillance de la fonction hépatique (Kim et
Han, 2018).

Dans notre ¢étude et toujours dans le but d’étudier les modifications hépatiques dans les
différents lots de rats Wistar qui ont subi différents traitement, nous avons réalisé un dosage

des transaminases ALT et AST.

Nos résultats ont montré que dans le lot trait¢ avec le docétaxel (2 mg/kg), le taux des
transaminases sériques ALT et AST était supérieur a celui des autres groupes (80,5 = 2,50 et
207 = 4 UI/L respectivement). Il est significativement supérieur (p< 0,05 et p< 0,001) a celui

du groupe prétraité¢ avec l’extrait d’U. dioica pour ’ALT et AST respectivement, ce qui
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indique que notre extrait a vraiment protégé le foie contre les dommages pouvant étre induits

par le docétaxel.

I1 est bien connu que le traitement au docétaxel induit une augmentation des niveaux d’ALT et
AST chez les malades cancéreux. Ceci a été confirmé par les résultats cliniques publiés dans
plusieurs études comme celle de Hirata et al. réalisée sur des patientes japonaises atteintes
d'un cancer du sein avancé ou récidivant (Hirata et al., 2021) et celle de Wang et ses
collaborateurs, réalisée sur des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique et traitées

par le docétaxel (Wang et al., 2012).

Les mémes résultats que nous avons obtenus sur I’effet de ’EHEUD ont été déja obtenus dans
d’autres études comme celle réalisée par Deniz en 2017, qui a étudié le mécanisme d’hépato-
protection de I’extrait de dichlorométhane d'U. dioica contre la toxicité hépatique induite par
le tétrachlorure de carbone CCly chez le rat. Il a montré que dans le lot traité par cet extrait,
les taux d’ALT et AST étaient réduits, (18,29 + 0,75 et 57,49 £ 0,58 U/L) a la dose de 200
mg/kg et (20,09 + 0,34 et 65,14 + 0,56 U/L) a la dose de 400 mg/kg en comparaison avec
ceux du groupe des rats exposés au CCly (55,38 £ 0,86 et 138,4 8 £ 0,43 U/L) (Deniz, 2017).

Dans I’é¢tude d’Ozkol et ses collaborateurs, le traitement avec 1’extrait méthanolique d’U.
dioica entraine une réduction des taux d’AST et d’ALT par comparaison au lot traité avec la

cisplatine (Ozkol et al., 2012).

Pour confirmer les résultats de I’analyse des parameétres biochimiques, nous avons réalisé une
¢tude histologique du tissu hépatique. Nos résultats ont montré I’apparition de modifications
histopathologiques du tissu hépatique apres traitement par le docétaxel caractérisés
principalement par la dilatation de la veine centrolobulaire et 1’augmentation de nombre des
macrophages qui sont tous deux le signe de I’installation d’une inflammation.

Ce résultat est identique a celui de 1’é¢tude de Salahshoor et al. sur les rats Wistar et qui ont
approuveé une réorganisation de l'histologie et la fonction du foie induites par le paclitaxel
caractérisée par une réponse inflammatoire sous forme de dilatation de la veine centrale
hépatique et des sinusoides et I’augmentation du nombre des macrophages (Salahshoor et al.,
2019).

Selon Li, la réaction inflammatoire due au traitement par le docétaxel permet le recrutement

des monocytes (Li et al., 2010).
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Dans notre étude nous avons aussi montré que l’effet hépatoprotecteur de ’EHEUD est
caractéris¢ par une amélioration de tissu hépatique et une réduction des cellules
inflammatoire.

C’est un résultat proche a celui trouvé par Al-Akash réalisé sur les extraits riches en de
flavonoides, glycosides et alcaloides d'U. dioica qui protége le tissu hépatique contre les
dommages induite par 1'éthyléne glycol en limitant la dégénérescence vacuolaire, la nécrose
des hépatocytes et l'infiltration de cellules inflammatoires mononucléaires (Al-Akash et al.,

2022).

D’apres I’étude réalisée par Golalipour et al., 2009, I’extrait hydro-alcoolique des feuilles d'U.
dioica améliore la fonction hépatique et préserve le tissu contre les changements histologiques
et morphométriques tels que la surface des hépatocytes, les noyaux et le nucléole dans les

zones périportale et périveineuse, induits par la streptozotocine (Golalipour et al., 2009).

Parmi les fonctions du foie, le métabolisme et la détoxification des molécules toxiques. Ces
processus peuvent engendrer la production des radicaux réactifs pouvant manifester leurs
effets hépatotoxiques (Kanter et al., 2003). Le docétaxel est un médicament largement utilisé
en chimiothérapie pour le traitement de divers types de cancers. Cependant, il peut également
avoir diverses toxicités et provoquer une surgénération des ROS associ¢e a une diminution
des activités enzymatiques des enzymes antioxydantes SOD, CAT, GPx et GST, une
diminution des taux du GSH et une augmentation des niveaux du MDA dans divers organes
cibles (Pienigzek et al., 2013; Kim et al., 2018). 1l induit également une toxicité hépatique et
provoque divers dommages au niveau du foie (Guo et al., 2021).

Dans la présente étude, nous avons étudié I’effet hépato-protecteur de ’EHEUD contre
I’hépatotoxicité induite par I’administration intra-péritoniale du docétaxel (2 mg/kg) chez les
rats Wistar albinos en évaluant les parametres du stress oxydant qui sont les activités des
enzymes antioxydantes SOD, CAT et GST et les taux du GSH et du MDA dans le tissu
hépatique.

L'organisme humain posséde des systemes de protection cellulaire efficaces qui forment un
systétme antioxydant afin de prévenir les dommages causés par les ROS, ces composés

comprennent les antioxydants non enzymatiques et enzymatiques (Jakubczyk et al., 2018).

Ces systemes enzymatiques tels que la CAT, la SOD et la GPx et non enzymatiques tel que le
GSH sont essentiels a la réponse cellulaire face au stress oxydant et sont utilisés comme

indicateurs pour évaluer le niveau de stress oxydant tissulaire (Li et al., 2015).
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La SOD est une famille de métalloprotéinases antioxydantes omniprésentes qui catalysent la
conversion des radicaux anion superoxyde O, en peroxyde d'hydrogéne H,O, et en oxygéne

moléculaire (Telo et al., 2015).

Dans notre étude, les rats qui ont regu une dose préventive de 200 mg/kg d’EHEUD ont
montré une activité importante de la SOD hautement significative (p< 0,01) (130,61 £ 0,18
Ul/mg de protéines) par rapport a celle des rats qui ont recu le docétaxel seul (118,825 + 0,14
Ul/mg de protéines). Le méme résultat a été trouvé par Pienigzek et ses collégues qui ont
observé une diminution significative de 1’activité enzymatique de la SOD chez les rats Wistar

auxquels une dose de 10 mg/kg de docétaxel a été administrée (Pienigzek et al., 2012).

L’effet du docétaxel sur I’activité de la SOD est dii probablement a un effet direct sur son
expression génique. Selon Miao est ses collégues, le paclitaxel agissant par le méme
mécanisme que le docétaxel, peut directement altérer les éléments de réponse Nrf2-ARE
(impliqués dans la protection cellulaire contre le stress oxydant) et induire une régulation

négative de la SOD (Miao et al., 2018).

Plusieurs autres études ont déja montré la capacité de 1’extrait d’U. dioica a moduler 1’activité
enzymatique de la SOD hépatique en présence de différents toxiques. Dans 1’étude de
Dhouibi et al, I’administration d’un extrait d’U. dioica a la dose de 100 et 400 a permis
d’enregistrer des activités de la SOD égales a 26,22 + 1,28 U/mg protéines et 26,98 + 1,80
U/mg protéines en présence d’une toxicité hépatique induite par le bromate de potassium

(Dhouibi et al., 2021).

Dans I’étude réalisée par Yener et al., visant a examiner l'effet préventif de I'huile fixe
d’Urtica dioica L. sur 1’hépatotoxicité¢ induite par les aflatoxines, une augmentation
significative de I’activité de la SOD a été observée chez les rats prétraités avec 1’huile d’U.
dioica plus aflatoxines avec une valeur de 1879,1 £ 32,8 U/ml en comparaison avec les rats

exposés aux aflatoxines seules (1451,9 + 275 U/ml) (Yener et al., 2009).

Les CAT sont des métalloprotéines tétramériques qui catalysent la réaction de dégradation du
peroxyde d'hydrogeéne en oxygene et en eau (Magalhaeset al., 2016).

Les rats prétraités avec ’EHEUD avant administration du docétaxel avaient une activité de la
CAT (4,583 £ 0,284 Ul/mg de protéines) hautement significative (p< 0,01) a celle des rats

traitée seulement au docétaxel (2,75 + 0,04 Ul/mg de protéines).
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Ce résultat est en accord avec celui obtenu dans 1’étude de Yildizhan et al. qui avaient étudié
I’effet protecteur de 1’extrait des graines d’ Urtica dioica L. contre la toxicité hépatique induite
par les irradiations chez les rats. L’activité de la catalase était égale a 0,71 + 0,07 Ul/mg de
protéine supérieure a celle des rats n’ayant pas été traités avec cet extrait (Yildizhan et al.,

2020).

Les glutathion-S-transférases sont des enzymes clés de la phase II de détoxification qui
agissent en aval des Cyt P450 dans le métabolisme cellulaire (Vaish et al., 2020). Les GST
détoxifient les composés chimiques en catalysant l'attaque nucléophile par le groupe thiol
dans le glutathion réduit GSH sur une large gamme de substrats électrophiles (Koirala et al.,
2022). Sa concentration ¢levée dans le foie et sa courte demi-vie la rendent cliniquement utile
pour évaluer les dommages hépatocellulaires (Czuczejko et al., 2019).

Dans notre étude, le prétraitement des rats avec ’EHEUD a permis de préserver I’activité
enzymatique de la GST (6,76 + 0,13 Ul/mg de protéines) par comparaison avec celle des rats

qui ont été traités avec le médicament anticancéreux seul (4,83 + 0,48 Ul/mg de protéines).

Une préservation de I’activité enzymatique de la GST chez les rats prétraités avec une dose de
200 mg/kg de I’extrait d’U. dioica a été aussi enregistrée. Chez ces rats, I’activité de la GST
¢tait supérieure (3,81 + 0,49 EU/ml) a celle des rats qui ont subi une hépatotoxicité suite au
traitement avec le tétrachlorure de carbone CCl, et qui était égale a 2,58 + 0,34 EU/ml (Caglar
et al., 2019).

Le GSH est un thiol non protéique qui constitue un antioxydant indispensable du systeme de
défense antioxydant cellulaire impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques et qui prévient
les 1ésions tissulaires. Il réagit directement avec les radicaux superoxydes, les radicaux peroxy
et 'oxygéne singulet (Ozkol et al., 2012) et peut également chélater les ions cuivre et fer
inhibant par conséquent la réaction de Fenton (Pisoschi et al., 2021). C’est aussi un substrat

indispensable au fonctionnement de la GPx et de la GST (Joshi et al., 2015).

Dans notre étude, une déplétion des niveaux du GSH (3,9 = 0,10 mmol/mg protéines) a été
enregistrée dans les lots traités avec le docétaxel seul par comparaison avec les autres lots.
Cependant, le prétraitement avec ’EHEUD a permis une restauration des réserves cellulaires
en GSH ou un taux de 5,69 = 0,30 mmol/mg protéines a été enregistré. Dans 1’étude de Ali et
al., ’administration de 2 mg/kg de paclitaxel aux rat Wistar induit également une diminution
des niveaux cellulaires de GSH avec un taux de 52,89 + 1,96 nmol/100 mg tissue (Ali et al.,

2023).
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Celik et Tuluce ont également enregistré une réservation des niveaux cellulaires du GSH
(égale a 23,18 + 0,03 mg/g de tissu) dans leur étude réalisée sur les rats aux quels une
hépatotoxicité a été induite par administration de 1’acide trichloroacétique et qui ont subi un

prétraitement avec une infusion d’U. dioica (Celik et Tuluce, 2007).

Ozkol et ses collaborateurs ont étudié 1’effet protecteur de 1'extrait méthanolique d'U. dioica
sur I'hépatotoxicit¢ induite par le médicament anticancéreux cisplatine chez des souris
porteuses d’un carcinome d'ascite d'Ehrlich. Le traitement combiné a la cisplatine et a I'extrait
méthanolique d’U. dioica L. a entrainé une augmentation significative des niveaux de GSH et
des activités des enzymes antioxydantes CAT, SOD et GST par rapport aux souris traitées a la

cisplatine seule (Ozkol et al., 2012).

La peroxydation lipidique est une réaction en chaine de la décomposition oxydative des
lipides. Les radicaux libres enlévent les électrons des lipides dans les membranes cellulaires,
ce qui endommage les cellules (Su, 2022). Le MDA est le produit terminal de la peroxydation
des lipides produit et constitue I'un des indicateurs majeurs de la peroxydation des lipides
(Kim et al., 2018).

Le traitement préventif des rats Wistar avec ’EHEUD indique une diminution du taux du
MDA (1,91 + 0,18 nmol/mg) par rapport aux rats traités au docétaxel seul ou une forte
peroxydation lipidique a été enregistrée avec un taux de MDA égale a 3,01 £ 0,38 nmol/mg.
Les médicaments anticancéreux sont connus pour leur capacité a induire la peroxydation
lipidique et augmenter le taux du MDA y compris ceux de la famille des taxanes. Le
paclitaxel (10 mg/kg) par exemple induit une augmentation significative des taux cellulaires

hépatiques du MDA lorsqu’il est administré aux souris Balb/C (Nisari et al., 2019).

Selon I’étude précédente de Yildizhan et al., ’extrait éthanolique des graines d’Urtica dioica
L. peut diminuer ¢galement le taux du MDA hépatique a une valeur de 3,86 + 0,21 nmol/g,

par rapport au groupe irradié non traité avec 1’extrait (Y1ildizhan et al., 2020).

Dans notre étude, tous les lots traités avec I’extrait des feuilles d’Urtica dioica L. seule (200
mg/kg) n’ont montré aucun signe d’hépatotoxicité ni de la présence d’un stress oxydant et
tous les parametres €taient identiques a ceux du lot témoin. Cette remarque était la méme dans
toutes les études réalisées avec les autres auteurs ou aucun signe d’augmentation du stress

oxydant n’a été remarqué.
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Selon les résultats obtenus dans notre étude, 1’extrait éthanolique d’U. dioica posséde un effet
protecteur par sa capacité de prévenir le stress oxydant en modulant les activités enzymatiques
de la SOD, la CAT et la GST et les taux du GSH et en réduisant la peroxydation lipidique. Ces
effets sont dus a la présence des polyphénols. En effet, les polyphénols présents dans 1’extrait
de notre plante ont une activité antioxydante considérable. Ils peuvent inhiber la peroxydation
lipidique en piégeant les radicaux libres et en arrétant leur génération et en décomposant les
peroxydes (Malekirad et al., 2012).

Selon Ozen et Korkmaz, Urtica dioica L. peut agir sur certains systémes enzymatiques
métabolisant les médicaments et peut jouer un réle important dans la protection cellulaire et la
chimioprévention a travers 1’atténuation du stress oxydant en modulant les systemes de
défense antioxydante enzymatique et non enzymatique (Ozen et Korkmaz, 2003). Ses
composants bioactifs peuvent directement moduler I’activité de la glutathion réductase, la
glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase en piégeant les radicaux libres

réactifs (Ozen et Korkmaz, 2003).

Parmi ces polyphénols existent I’acide acétohydroxamique, l'acide gallique et 1'acide caféique
caractérisés par leur puissant pouvoir antioxydant in vitro par un fort piégeage des radicaux
libres ABTS™, DPPH’ ainsi que les radicaux O,” et OH' et un fort pouvoir réducteur (Giider
et Korkmaz, 2012; Ugur et Glizel, 2023) ce qui permet de restaurer les activité des enzymes
antioxydantes SOD et CAT et moduler positivement 1’activité antioxydante in vivo (Joshi et

al., 2015).

De plus, le foie possede un systeéme de défense complet contre les dommages oxydatifs, parmi
eux la réponse exercée par le facteur 2 lié au facteur nucléaire érythroide 2 (Nrf2) qui module
l'expression des genes de l'enzyme détoxifiante de phase II et des génes de réponse
antioxydante en se liant aux éléments de réponse antioxydante (ARE) (Galicia-Moreno et al.,
2020). Le (Nrf2) est un régulateur majeur de 1'équilibre redox cellulaire (Li et al., 2015) et
est une cible des polyphénols (Heydarzadeh et al., 2022) qui peuvent activer le Nrf2 et
moduler I’expression de I’ensemble des génes dépendants de 1'élément de réponse antioxydant
ARE (Stranieri et al., 2022) activant par conséquent les systemes de défense antioxydants
endogenes basés sur SOD, CAT, GPx et GR permettant de restaurer 1'homéostasie redox

cellulaire (Heydarzadeh et al., 2022).
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Conclusion

Notre étude a porté sur 1’effet hépatoprotecteur de 1’extrait hydro-éthanolique des feuilles

d’Urtica dioica L. contre I’hépatotoxicité induite par le docétaxel.
A la fin de cette étude nous avons pu déduire que :

- L’administration du docétaxel aux rats Wistar a la dose thérapeutique (2 mg/kg) induit une
hépatotoxicité caractérisée par 1’augmentation des taux d’ALT et AST, marqueurs de

I’altération du tissu hépatique et I’induction du stress oxydant.

- L’administration du docétaxel aux rats Wistar induit également [I’installation d’une

neutropénie.

- L’extrait hydro-éthanolique d’U. dioica est riche en composés polyphénoliques et posséde
une activité antioxydante remarquable par son pouvoir de piégeage des radicaux DPPH" et

ABTS™" et son pouvoir réducteur.

- Cet extrait exerce un effet hépatoprotecteur contre la toxicité induite par le docétaxel
confirmé par la diminution des taux d’ALT et AST ainsi que sa capacité a protéger contre le
stress oxydant en restaurant les taux cytosoliques du GSH, en préservant les activités
enzymatiques des enzymes antioxydantes endogénes SOD, CAT et GST et en protégeant le

tissu hépatique contre la peroxydation lipidique.

Les résultats préliminaires obtenus dans cette étude nous poussent a approfondir nos
recherches sur cette plante, en étudiant d’autres effets biologiques et d’autres fractions par

[’utilisation de différents solvants et différentes méthodes d’extraction.
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Annexe 2. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Capacité antioxydante totale).
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Résumé :

Le but de ce travail est d’abord d’essayer d’élucider le mécanisme d’action de I’hépatotoxicité du docétaxel, un
anticancéreux de la famille des taxanes, en étudiant le réle du stress oxydant dans cette toxicité, d’évaluer ’effet
antioxydant in vitro de I’extrait hydro-éthanolique d’Urtica dioica L. et d’étudier ’effet hépatoprotecteur de cet
extrait contre la toxicité du docétaxel. Les résultats ont montré que le docétaxel (2 mg/kg) induit une
hépatotoxicité caractérisée par une modification histologique du tissu hépatique, une augmentation des taux
d’AST et d’ALT et une induction du stress oxydant par diminution de I’activité de la SOD, la CAT et la GST,
diminution des taux du GSH et augmentation des taux du MDA. Il induit également une neutropénie. Nous
avons également montré que I’extrait hydro-éthanolique d’U. dioica est riche en composés polyphénoliques et
posséde une activité antioxydante remarquable par son pouvoir de piégeage des radicaux DPPH" et ABTS™ et
son pouvoir réducteur élevé. Cet extrait prévient contre la neutropénie et possede un effet protecteur contre
I’hépatotoxicité induite par le docétaxel en protégeant le tissu hépatique contre le stress oxydant a travers la
restauration des taux cytosoliques du GSH, la préservation des activités enzymatiques des enzymes
antioxydantes endogenes et ’inhibition de la peroxydation lipidique. Cette protection est confirmée par la
réduction des taux d’AST et ALT et la restauration du tissu hépatique. Ces résultats confirment la présence d’un
effet hépatoprotecteur d’U. dioica par un effet antioxydant. Mots clés : Urtica dioica L., Extrait hydro-
éthanolique, docétaxel, hépatotoxicité, stress oxydant.

Abstract:

The purpose of this work is first, to try to elucidate the mechanism of action of the hepatotoxicity of docetaxel,
an anticancer of the taxane family by studying the role of oxidative stress in this toxicity, to evaluate the
antioxidant effect of the hydro-ethanolic extract of Urtica dioica L. in vitro and to study the hepatoprotective
effect of this extract against the toxicity of docetaxel. The results showed that docetaxel (2 mg/kg) induces
hepatotoxicity characterized by histological changes in liver tissue, increased AST and ALT levels and induction
of oxidative stress by decreasing SOD, CAT and GST activities, decreasing GSH levels and increasing MDA
levels. It also induces neutropenia. We also showed that the hydro-ethanolic extract of U. dioica is rich in
polyphenolic compounds and has remarkable antioxidant activity due to its scavenge effect of DPPH" and
ABTS" radicals and its high reducing power. This extract prevents against neutropenia and has a protective
effect against hepatotoxicity induced by docetaxel by protecting hepatic tissue against oxidative stress through
the restoration of cytosolic levels of GSH, the preservation of enzymatic activities of endogenous antioxidant
enzymes and inhibition of lipid peroxidation. This protection is confirmed by the reduction of AST and ALT
levels and the restoration of hepatic tissue. These results confirm the presence of a hepatoprotective effect of U.
dioica by an antioxidant effect. Key words: Urtica dioica L., hydro-ethanolic extract, docetaxel, hepatotoxicity,
oxidative stress.
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