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Introduction



INTRODUCTION

De nombreuses maladies du foie et des voies biliaires sont
accompagnées de cholestase. Ce syndrome de cholestase peut étre le
résultat d’une atteinte hépatocytaire non spécifique, virale ou
bactérienne.

Les problemes posés par ces cholestases sont d’ordre thérapeutique,
Pefficacité des médicaments disponibles a I’heure actuelle étant trés
limitée.

Cependant certaines plantes de la pharmacopée sénégalaise semblent
donner des résultas encourageants. C’est le cas du kinkéliba dont
I’étude que nous nous proposons de faire a pour but de mettre en
évidence les effets sur la sécrétion biliaire de rats sains et de rats rendus
cholestatiques.

Notre travail consistera a :

1- exposer dans la premiére partie les données bibliographiques sur la
sécrétion biliaire et la physiopathogénie des cholestases et sur la
pharmacognosie du kinkéliba.

2- étudier dans une seconde partie I’effet de I’extrait aqueux des
feuilles du Combretum micranthum sur la sécrétion biliaire de rats
sains et de rats rendus cholestatiques.

3- discuter les résultats obtenus avant de livrer nos conclusions



Rappels
bibliographiques



A-RAPPELS SUR LE FOIE ET LA SECRETION BILIAIRE
Le foie exerce une fonction exocrine qui est la sécrétion biliaire.
Une fois élaborée par les hépatocytes, la bile est conduite vers la
vésicule biliaire ou le duodénum par les voies biliaires. Dans le
duodénum, la bile joue un role de premier plan dans la digestion des
lipides et des vitamines liposolubles.

I-Anatomie du foie et des voies biliaires [28,56]

Le foie est une glande volumineuse et trés vascularisée. Il recoit
deux gros vaisseaux que sont la veine porte et I’artére hépatique.
La veine porte apporte au foie le sang veineux recueilli dans la
portion sous diaphragmatique du tube digestif, le pancréas et la rate.
L’artére hépatique se divise en plusieurs branches au niveau du hile
donnant ainsi des rameaux interlobulaires.

La veine porte et I’artére hépatique conduisent le sang au lobe
hépatique. Ce méme sang se jette dans la veine cave supérieure.

Le foie comprend plusieurs lobules juxtaposés, a facettes
polyédriques séparées par un tissu conjonctif. Les lobules sont
traversés par une veine centolobulaire autour de laquelle
s’organisent les cellules hépatiques en lamelles du centre vers la
périphérie. Entre les lames circulent les capillaires sanguins qui
convergent vers la veine centrolobulaire et les canalicules biliaires
qui transportent la bile secrétée par les cellules hépatiques vers
’espace porte, a la périphérie des lobules.

Les canalicules biliaires convergent pour former les canaux biliaires
interlobulaires qui a leur tour s’unissent pour donner un canal
unique : le canal hépatique. Le canal hépatique se réunit avec le
canal cystique qui provient de la vésicule biliaire pour former le
canal cholédoque. Ce dernier atteint le duodénum et s’ouvre dans
I’ampoule de Vater.

La sécrétion biliaire fait appel aux caracteres bipolaires de
I’hépatocyte qui regoit des constituants plasmatiques au péle
sinusoidal et rejette de la bile au pdle biliaire, I’ensemble réalisant
un systeme ternaire sinusoide-hépatocyte-canalicule.



II- Composition, formation et sécrétion de la bile [2,25,27,50]
La bile est une solution isotonique constituée de composés organiques
et inorganiques.
Elle est sécrétée par les hépatocytes dans les canalicules biliaires et est
modifiée dans les voies biliaires et la vésicule biliaire.
Les mécanismes cellulaires de sa sécrétion font appel aussi bien aux
hépatocytes qu’aux cellules biliaires.
II-1- Composition de la bile
La bile est une solution dans laquelle 1’eau représente 90-95%. On y
retrouve des composés organiques et des composés inorganiques.
II-1-1-Constituants organiques
a) Les acides biliaires [28,56]
Ce sont des composés stérotfdes synthétisés par les hépatocytes a partir
du cholestérol.
Les acides biliaires principaux des mammiféres sont tous des dérivés
hydroxyles d’un noyau commun, 1’acide 5 béta cholanoique.
Les deux principaux acides biliaires dits primaires sont :
-I’acide cholique
-I’acide lithocholique
Ces acides biliaires sont sécrétés dans la bile aprés avoir été conjugués
sous I’action d’une acétyltransférase, principalement a la glycine chez
I’homme, ou a la taurine chez le rat par exemple.
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Figure 1 :Synthese des acides biliaires [56]

Dans I’intestin ils sont métabolisés par I’action de bactéries en acides
biliaires secondaires. Aprés une 7 alpha déshydroxylation, I’acide
cholique est transformé en acide désoycholique ; et ’acide
chénodésoxycholique en acide litholique qui est trés impliqué dans le
débit biliaire dépendant des acides biliaires.

Les acides biliaires décrivent une circulation entérohépatique . Une fois
présents dans I’intestin, ils sont réabsorbés en part.e par un mécanisme
de transport actif situé dans I’iléon. Cependant, d’autres parties du tube
digestif (jéjunum et le colon ) interviennent dans la réabsorption de
fagon passive.

La synthése des acides biliaires est régulée par un mécanisme de rétro-
contrdle (feed-back ).

b) Autres constituants organiques [S6]
Ces composés sont :
- les pigments biliaires ;
-le cholestérol
-les phospholipides
-les p{otéines (albumines, glycoprotéines et immunoglobulines A)

I1-1-2- Constituants inorganiques [48]
Les composés inorganiques sont principalement des ions dérivés du
plasma (Cl, HCO5, K" Na* ).




La concentration en HCO; ', K, Na' dans la bile est supérieure a celle
du plasma, contrairement a la concentration en CI'.

Cependant, la composition de la bile est variable. La bile initiale
sécrétée dans le canalicule parcourt les ductiles biliaires, les canaux
interlobulaires et les voies biliaires intrahépatiques avant d’atteindre la
vésicule biliaire ou elle est concentrée. A ce niveau, les 90 % de I’eau
sont résorbés, ce qui permet de mettre en évidence des différences
essentielles entre la bile canaliculaire et la bile vésiculaire.

11-2- Formation et sécrétion de la bile [25,27]

Les principaux mécanismes responsables de la formation et de la
sécrétion biliaire sont :

- le transport des acides biliaires ;

- le transport des autres composés ;

- les phénomeénes d’absorption ;

- les phénoménes de sécrétion.
Ces mécanismes sont assurés par les hépatocytes pour le transport des
acides et les cellules biliaires par 1’absorption des acicles biliaires et la
sécrétion des bicarbonates.

11-2-1- Transport des acides biliaires |27]
Ce transport comprend 3 étapes :
- le transport basolatéral ;
- le transport intracellulaire ;
- le transport canaliculaire ou sécrétion

a) Captation [46]
Les hépatocytes captent les acides biliaires du compartiment sanguin
sinusoidal (transport basolatéral ) et cheminent vers le canalicule
biliaire dans lequel ceux-ci sont transportés (transport membranaire ).
Ce transport vectoriel des acides biliaires s’effectue contre des de
concentrations défavorables et nécessite des systémes de transports
actifs au niveau des membranes du domaine basolatéral apical de
I’hépatocyte.
Les acides biliaires sonc jusqu’a cent fois plus concentrés dans le
canalicule que dans le cytosol hépatocytaire et leur transport entraine
un flux osmotique d’eau contribuant & une partie importante de la
sécrétion biliaire basale dans la plupart des espéces.




b)Transport intracellulaire [26,53]

Aprés la captation par la membrane sinusoidale, les acides biliaires sont
liés a des protéines cytosoliques, puis diffusent vers le canalicule
biliaire. Plusieurs protéines de liaison ont été identifiées chez le rat et
chez ’homme :

- laprotéine Y

- la protéine Y’

- la protéine FABP (Fatty Acid Binding Protein )

¢) Transport canaliculaire [51]

Le systéme de transport canaliculaire des acides biliaires a été identifié
sous la forme d’une protéine de 100 Kd qui apres reconstitution dans
des liposomes est capable d’induire le transport €électrogénique des
acides biliaires.

I1-2-2- Transport des autres constituants de la bile [55]
En dehors des acides biliaires, d’autres constituants de la bile sont
suomis a un systeme de transport qui leur permet de se retrouver dans
la bile finale.
Parmi ces constituants, il y a le glutathion et les électrolytes (CI', K",
Na+, HCO3- ) qui seraient responsables de la sécrétion biliaire
indépendante des acides biliaires.
Ce transport est actif pour le glutathion et passif pour les ions.

I1-2-3- Phénoménes d’absorption [45,55]
I.’épithélium biliaire intrahépatique absorbe de I’eau et des électrolytes,
des acides biliaires et du glucose.

I1-2-4- Phénoménes de sécrétion [14,27]
Trois mécanismes de sécrétion ont €té proposés :

- Une sécrétion vésiculaire qui se fait par exocytose de vésicules
cytoplasmiques existant en grand nombre dans les cellules
biliaires a 1’état basal ;

- Un échange H'/ HCO3 au niveau de la membrane apicale des
cellules biliaires ot un échangeur H' / HCO3" a été mis en
évidence ;

S




- le role d’un canal chlore qui pourrait jouer un role déterminant
dans la régulation du transport translatéral d’eau et du volume
cellulaire en permettant I’afflux des ions HCO3".

Dans les conditions physiologiques, ces différents processus assurent
chez I’homme une production journaliére de bile de I’ordre de 650 ml,
avec une sécrétion dépendante des acides biliaires d’environ 0,17
ml/min et une sécrétion ductulaire et canalaire de 0,11 ml/min.
Cependant, nous pouvons observer des modifications du débit biliaire
dans certaines circonstances.

11-3- Variations de la sécrétion biliaire

I1-3-1- Hypercholérése [2,16,25, 54|
Elles sont définies comme une augmentation de débit biliaire.
La sécrétion biliaire peut étre augmentée par :

- L’activité osmotique des acides biliaires tels que ’acide
ursodésoxychlique qui ont un pouvoir cholérétique nettement
plus élevé que leurs analogues physiologiques lorsqu’ils sont
perfusés a fortes doses ;

- La prolifération des néoductules biliaires : une telle prolifération
peut étre observée dans certaines formes de cirrhoses biliaires
secondaires chez I’homme ou dans certaines cirrhoses toxiques
induites chez I’animal ;

- L’augmentation de la perméabilité des jonctions
intercellulaires : cette augmentation de perméabilité entraine le
passage de substances osmotiquement actives vers le canalicule
biliaire avec une augmentation du débit biliaire.

I1-3-2- Cholestases
a) Définition
Par le terme cholestase, on désigne une diminution ou un arrét du débit
biliaire hépatocytaire ou canaliculaire.

b) Physiopathologie des cholestases
[15,23,24,36]
La physiopathologie fait intervenir des mécanismes multiples et encore
mal connus. On peut distinguer :




- la cholestase extrahépatique qui est due a une obstruction des
voies biliaires extrahépatiques en particulier le canal cholédoque ;

- la cholestase intrahépatique qui est due soit a une obstruction des
voies biliaires intrahépatiques (cirrhose), soit a une altération des
mécanismes de la sécrétion hépatocytaire ;

- les mécanismes par altération hépatocytaire qui sont dus soit a :

-une inhibition de la Na' K" -ATPase , par exemple par les
oestrogenes, la chlorpromazine ou les stéroides alkylés en C17 ;

-une altération du cytosquelette : une interférence avec les
microfilaments (par la phalloidine ou la cytochalasine B) ou avec les
microtubules (par la colchicine ou la vinblastine) ;

-une augmentation de la perméabilité
paracellulaire :I’administration d’cestrogénes augmente la perméabilité
de la voie paracellulaire, de ce fait, il a été proposé que des substances
normalement sécrétées par I’hépatocyte dans les canalicules (les acides
biliaires ou la bilirubine) pourraient régurgiter, entrainant de I’eau ;

-une altération du calcium intracellulaire :les acides biliaires
monohydroxylés comme 1’acide lithocholique et ses conjugués
induisent une augmentation du calcium intracellulaire en
perméabilisant de fagon spécifique le pool de calcium du réticulum
endoplasmique ;

-une précipitation de certains acides biliaires peu solubles
comme le taurolitholate et le taurocholénate dans la canalicule
entrainant une obstruction canaliculaire.

¢) Modéles animaux de cholestase(34)
Les modeles animaux de cholestase sont nombreux. Dans le tableau qui
suit se trouvent différents modéles avec leurs mécanismes respectifs.
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Tableau I ;: Mécanisme cellulaire des cholestases

Mécanisme

Modéle animal

Altération de la composition lipidique
de la membrane cytoplasmique

Diminution de la fluidité membranaire

v

Diminution de la Na+/k+/ATPase ;
des échanges Na+/H+ ;

de la captation des acides biliatres ;
de I’excrétion des acides biliaires

Dysfonctionnement des microtubules

Diminution du transport transcellulaire (
vésicules )

Dysfonctionnement des microfilaments

l

Augmentation de la perméabilité
biliaire(jonction serrée ou membrane
canaliculaire) 4

Obstruction biliaire

A

Précipitation dans les ductules

(Estrogénes
Chlorpromazine
Tétrachlorure de carbone
Acides biliaires
monohydroxylés
Hypothyroidie

Endotoxines
Protoporphyrie
Insuffisance surrén:ale

Colchicine

Chlorpromazine
Phorbol esters

Phalloidine
Cytocalasine B
Chlorpromazine
Noréthandrolone

(Estrogénes
Tétrachlorure de carbone

Acide biliaire monohydroxylés

Ligature des voies biliaires

Ligature des voies biliaires

Acides biliaires
monohydroxylés
Protoporphyrie
Chlorpromazine

11



.B- Rappels sur le Combretum micranthum ( kinkeliba )
I-  Botanique [20,31]
I-1- Place systématique des Combrétacées
Les Combrétacées appartiennent :
-au regne végétal
-a ’embranchement des Spermaphytes
-au sous-embranchement des Angiospermes
-a la classe des Dicotylédones
-a la sous-classe des Dialypétales
-a la série des Caliciflores
-a 'ordre des Myrtales

I-2- Répartition géographique et habitat[40,39,11]
Arbuste qui existe un peu partout au Sénégal. Il est tres répandu de la
Casamance maritime au fleuve Sénégal. Il forme des peuplements sur
les plateaux de Thiés. Il existe autour des mares du Sahel, dans les
ravins, les galeries soudaniennes, les rebords des carapaces
ferrugineuses dans les foréts guin€ennes.
Toutefois, dans certaines zones de ces régions, il est presque inexistant
ou trés sporadique.

1-3- Description de la plante |40,3,47,30,12,29,33]
Port : il s’agit d’un arbuste buissonnant ou sarmenteux pouvant
atteindre 15 a 20 en élangant les branches des arbres.

Feuilles : elles sont simples, opposées, ovales, cunées a la base,
acuminées au sommet avec 5 paires de nervures latérales. Elles ont une
innervation pennée.

Fleurs : les fleurs sont blanches, petites et en épis.

Fruits : c’est un fruit a 4 ailes couvertes d’un puberulum écailleux,
ferrugineux de 1,5 cm de large.

I-4- Description de la drogue
Feuilles : elles sont d’aspect verdatre parfois décoloré et I’aspect
devient marron lorsqu’elles sont seches (du a I’oxydation et a la
polymérisation des tanins catéchiques et catéchols )
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Ces feuilles sont souvent fixées sur leur branche et plusieurs
branches munies de leurs feuilles sont rattachées par la paille.

Racines : les racines sont sous forme de fagots constitués de 3 ou 4

morceaux de racines de 15 a 20 cm de long, de couleur marron fonce.

Poudre de racines : la poudre de racines est fine et de couleur marron
foncé.

Poudre de feuilles : c’est une poudre fine de couleur verdatre ou
marron ou parfois vert et marron.

II- Etude chimique
Nous allons présenter cette étude chimique sous forme de tableau
comportant 3 parties : les parties utilisées; les constituants qui s’y
trouvent; les références bibliographiques.
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Tableau 11 : Composition chimique du Combretum
micranthum

Parties
utilisées

constituants

références

feuilles

- Flavonoides :vitexine et saponarétine
Vitexine(Czl H20 010) = 8-C-3-D
glucopyranosyl apigénine-12

Apigenine=4,5,7 Trihydroxy flavone
Saponarétine= 6-C-B-D-
glucopyranosyl apigénine-15

-Bases amines

quaternaires :combretine
AetB

(formule générale)=C,;H;;NO;

-Acide gallique libre et combiné
-Tanins catéchiques et catéchols
-Acides organiques :acides malique,
citrique, oxalique, tartrique, glycérique
prédominance :acides palmitiques,
oléiques, linoléniques

Matieres minérales :sels (chlorures,
sulfates, phosphates, nitrates) calcium,
magnésium, sodium, potassium,
sorbitol, mannitol, et m-inositol

[37]
[7]

[41,40]

[37.8]

[7]

I
Ecorces

—_—

-Alcaloides

[49]

Racines

- Flavonoides
- Tanins catéchiques et catéchols

[40,41]
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II1-Modes de préparation du kinkéliba [8,9,6]
Les feuilles sont les parties les plus utilisées, elles sont habituellement
utilisées en décoction ou en infusion.
Cependant dans certaines régions d’Afrique, il n’est pas rare de voir
utiliser la poudre de racine de kinkéliba mélangée a du miel ou a du
beurre de karité.

IV- Pharmacologie|1,11,17,39,38,42,21,32,9,33,51,0,18,19,40,41,4]

Le kinkéliba est inscrit a la pharmacopée frangaise depuis 1937

Les feuiiles du fait de leurs propriétés diurétiques, cholagogues et
cholérétiques sont connues de tous les Africains |
Elles sont fébrifuges, toniques, anti-diarrhéiques e: aussi employées
dans les troubles dyspepsiques.

Le kinkéliba est également utilis€ contre la toux, les bronchites, le
paludisme, la fiévre bilieuse hématurique et toutes les affections
hépato--biliaires. Les feuilles additionnées d’écorces de racines de
Salvadora persica, sont considérées comme anti-blennorragiques et
anti- rhumatismales.

La tisane de feuilles fraiches se donne avec du miel ou du sucre
contre le rhume.

La décoction des feuilles séches sert a soigner la gale.

La poudre d’écorce dissoute dans de I’huile de palme, ou
mélangée au beurre de Kkarit€é est employée en massage dans les
contusions et les entorses.

La décoction de racine est vermifuge. Elle sert aussi
d’antiseptique pour laver et soigner les plaies.

On Putilise parfois en association avec Guiera senegalensis dans
le traitement du béri-béri ou avec d’autres plantes comme Zizyphus
micronata dans le traitement de la lépre.

La décoction des feuilles séches de kinkéliba et Jatropha curcas
est utilisée dans le traitement de I’asthme.
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Travaux personnels



Materiel et methodes



[-Matériel et Méthodes
I-1- Cadre de I’étude
Notre étude a été réalisée au laboratoire de Physiologie /
Pharmacologie / Pharmacodynamie de la faculté de Médecine de
Pharmacie et d’Odonto-stomatologie de I’Université Cheikh Anta
Diop de Dakar.
I-2-Matériel

I-2-1-Le Matériel végétal : Préparation du décocté de

feuilles de kinkéliba
1-2-1-1-Origine
Les feuilles de kinkéliba sont achetées au marché Tiléne de Dakar.
Elles sont originaires du village de Dondon dans la région de Fatick.
Les feuilles fraiches ont été séchées au soleil pendant deux a trois
semaines.
I-2-1-2-Broyage

Le broyage est la réduction d’un solide en plus petites particules.
Dans cette étude, nous avons utilisé un broyeur a dents ou a pointes.
Le produit a broyer est déchiqueté par passage entre deux plaques
métalliques hérissées de pointes ou dents disposées en cercles
concentriques autour de I’axe de rotation. L.’une des plaques est fixe
et ’autre tourne a grande vitesse. Un tamis a la sortie permet la
rétention des grosses particules.

I-2-1-3-Décoction
Nous avons choisi la décoction dans I’eau car elle se rapproche de la
méthode traditionnelle d’utilisation du kinkéliba.
La poudre est extraite dans I’eau bouillante (100°C) a raison de 300
g pour 4 | d’eau pendant 45 mn. On effectue une double filtration,
sur entonnoir a crible puis sur coton hydrophile.

I-2-2-Les Animaux
Nous avons utilisé des rats de souche WISTAR de poids moyen égal a
190 g et groupés par lot de 5 :
» Un premier lot de rats sains: qui ne regoivent que de I’eau
distillée : ce sont les témoins normaux
» Un deuxi¢me lot de rats rendus cholestatiques : ce sont les
témoins cholestatiques
» Un troisieme lot de rats sains traités au kinkéliba.
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» Un quatriéme lot constitué de rats cholestatiques traités selon
le protocole 1
» Un cinquiéme lot constitué de rats cholestatiques traités selon
le protocole 2.
Ces rats sont fournis par I’animalerie de la faculté de Médecine, de
Pharmacie et d’Odonto-Stomatologie de 1’Université Cheikh Anta Diop
de Dakar.
Ces rats ont été gardés dans des cages en mati¢re plastique transparente
fermées par un grillage en fer et mesurant 42 cm de long, 27 cm de
large et 15 cm de haut.
Les rats ont libre accés a 1’eau et a I’alimentation composée de mais et
de farine de poisson mélangés.
[ls sont soumis a un cycle régulier d’éveil-sommeil. (voir photos)

I-2-3-Le Matériel de laboratoire
I-2-3-1-Materiel chirurgical
-Pinces anatomiques courbes
-Paires de ciseaux courbes et droites
-Lames de rasoir
-Ecarteur
I-2-3-2-Autre matériel
-Plaque chauffante a 37°C
-Sonde bucco-oesophagienne
-Balance a dosage automatique
-Chloral
-Tétrachlorure de carbone
-Seringues a insuline
-Aiguilles, Cathéter
-Fil tressé non résorbable
-Tubes Eppendorf
-Etuve JOUAN
-Chauffe-ballon
" -Entonnoir, -Ballon
-Coton hydrophile
-Broyeur marque ZP, modéle B3m, maison AGREX
-Spectrophotométre marque Alessandrini
-Cuves de lecture
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1-2- Méthodes d’étude

I-2-1- Etude de ’effet de Combretum micranthum
sur la sécrétion bilaire
I-2-1-1- Le principe :
Le principe consiste a étudier I’effet de D’extrait aqueux des
feuilies de Combretum micranthum sur la sécrétion biliaire de rats
sains et de rats rendus cholestatiques.

I-2-1-2- Mise au point d’un modéle de
cholestase
Nous avons utilisé le CCl, pour créer un modele de cholestase
chez les rats (35,38). Pour cela nous avons entrepris une série de
plusieurs tests avec plusieurs doses et par différentes voies
d’administration.
Pour confirmer la cholestase, nous avons procédé a la mesure du
débit biliaire et des taux sériques de Gamma glutamyl transférase
(GGT) et des Phosphatases alcalines (PAL) ; I’augmentation des
PAL et des GGT et une diminution du débit biliaire signant une
cholestase (13,24).

#Dosage des gamma GT
~-Principe
La gamma-GT catalyse le transfert du groupement gamma-glutamyl de
la gamma-3-carboxy-4-nitroanilide a la glycylglycine, en libérant la 3-
carboxy-4-nitroaniline. La concentration catalytique est déterminée a
partir de la vitesse de formation de la 3-carboxy-4-nitroaniline.

Gamma-glutamyl-3carboxy-4-nitroanilide + glycylglycine

Gamma-GT

Gamma-glutamyl-glycylglycine + 3-carboxy-4nitroaniline
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- Mode opératoire
Réactifs : 1- substrat
2- tampon

Préparation du réactif de travail : dissoudre le contenu d’un flacon
1 dans 5 ml de 2
Schéma de travail :

Dans une cuve de 1 cm de trajet optique, introduire :

Réactif de travail :............... 1 ml

Mélanger soigneusement.
Aprés une minute environ, puis toutes les minutes, lire la D.O. a
405 nm.
Calcul :
Calculer la variation moyenne de DO/mn soit A DO/ mn
Gamma GT en Ul/1=ADO/mnx 1111
1111 est un facteur de correction donné par le fabricant du
coffret.
Valeurs normales chezlerat: 1 a4 Ul/L

# Dosage des PAL
-Principe
La phosphatase alcaline (PAL) catalyse en milieu alcalin, le transfert
du groupement phosphate du 4-nitrophénylphosphate a Ia
diéthanolamine (DEA), en libérant le 4-nitrophénol. La concentration
catalytique est déterminée a partir de la vitesse de formation du 4-
nitrophénol, mesuré a 405 nm.

-Mode opératoire

Préchauffer le réactif de travail a 37°C pendant quelques minutes.
Pipeter dans une cuve :
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Mélanger et insérer dans la porte-cuve thermostaté a 37°C.
Noter I’absorbance initiale et mettre simultanément ie chronometre en
marche. Effectuer de nouvelles lectures chaque minute pendant 3
minutes.
Vérifier que les différences entre les absorbances sont sensiblement
égales.
-Calcul
Calculer I’accroissement moyen d’absorbance par minute (AA/min)
PAL en U/ L : A/ min x 2764

2764 est un coefficient donné par le fabricant du coffret
Valeurs normales chez le rat : 155 4201 UI/L

I-2-1-3- Mise en évidence de Peffet du Combretum
micranthum sur la sécrétion biliaire des rats
a) Effet de différentes concentrations de
kinkéliba sur le débit biliaire
Différentes doses du décocté ont été testées: 1,25ml /100g de
PC ;2,5 ml/ 100g de PC ; S ml/100g de PC et 10 m1/100 g de PC.
Quelle que soit la dose utilisée, I’administration du décocté se fait a
I’aide d’une sonde bucco-oesophagienne quotidiennement pendant
3 jours.

b)Administration aux rats sains
Gardés dans les mémes conditions que les rats témoins, ils
regoivent journalierement 5 ml/100 g de PC de kinkéliba pendant
3 jours.
Le troisiéme jour, la bile est collectée 60 mn aprés le gavage. On
fait en méme temps un prélevement de sang pour le dosage des
PAL et des GGT.

c)Administration aux rats cholestatiques :
Nous avons utilis€¢ deux protocoles différents
~ > Protocole 1: Les rats ont recu simultanément une
injection de CCl, et le décocté de kinkéliba le premier jour. Au
deuxieme et au troisieme jour les rats sont gavés du décocté de
kinkéliba.
L.e troisi¢éme jour on recueille la bile et le sang des rats.
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> Protocole 2 : Les rats recoivent une iujection de CCly le
premier jour. 3 jours plus tard on administre le kinkéliba pendant
3 jours successifs.

[-2-1-4- Analyse quantitative de la bile

Les rats sont anesthésiés par injection intrapéritonéale de chloral a
3% a raison de 1ml / 100 g de PC. Ils sont maintenus sur une table
chauffante de fagon a conserver une température centrale de 37°C.

Aprés avoir effectué une laparotomie médiane sus-ombilicale,
I’anse duodénale est extériorisée, le canal cholédoque repéré puis
cathétérisé avec un cathéter en polyéthyléene de 0,96 mm de diamétre
externe et 0,58 mm de diamétre interne. Le cathéter est solidarisé au
cholédoque par deux ligatures a ’aide de fil tressé non résorbable.

Aprés s’étre rassuré que la bile s’écoule de fagon réguliére,
’extrémité distale du cathéter est introduite dans un tube eppendorf
gradué qui recueille la bile.
Les volumes de bile recueillis au bout de deux heures ont été mesurés ;
les débits calculés pour chaque rat. (voir photos)

I-2-1-5-Analyse des résultats
Nous avons :
-confirmé le modéle de cholestase
-analysé I’effet de Combretum micranthum sur les différents lots de
rats en fonction des modes d’administration
Les résultats obtenus sur les différents lots sont présentés sous forme de
moyenne + un c¢cart-type. Les moyennes inter et intra-groupes ont été
comparés par analyse de variance.(test de Student)
Les valeurs de P< 0,05 ont été considérées comme significatives.
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I1- Résultats
11-1- Le modéle de cholestase

Le CCl, pur nous a permis d’obtenir une cholestase mais avec une
mortalité plus ou moins élevée selon les voies d’administration et
les doses.
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 11

Tableau il : Influence de la dose et de la voie d’administration

du CCl4 sur la mortalité des rats

Doses et modes d’administration du Résultats obtenus
CCl4

0,05 ml / 100g PC en IP 100% de mortalité

0,03 ml/ 100g PC en IP 50% de mortalité
0,05 ml/ 100g PC en SC 50% de mortalité et

50% de cholestase

totale
0,03 ml/100g PC en SC Aucune mortalité
L

Dans la suite de notre travail nous avons utilisé le CCl4 a la dose
de0,03 ml / 100g PC en sous cutané.
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I1-2-L.es animaux
Les profils biologiques des animaux sont représentés sous formes
d’histogrammes :

Profil biologique des rats sains

17419

{Bdevt biiare @ OGGTsérique O MPAL sérique

figure 2

Profil biologique des rats cholestatiques

319+ 94

195+13

[@debit biiare M OGGT sérique O MPAL sérique

figure 3



I1-3-Etude de D’effet de Combretum micranthum sur la sécrétion
biliaire
Différentes concentrations de Combretum micranthum ont été
testées sur la sécrétion biliaire afin d’obtenir le débit biliaire
maximal ; Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau Il

Tableau 11l :Effet de différentes doses de Combretum micranthum sur
la sécrétion biliaire

Doses utilisées en ml/100g 125 2,5 5 10
PC
Débits biliaires en 47 538 6.5 43
ul/mn/100g PC ’ ’ ’ ’

Compte tenu des résultats,dans la suite de notre travail nous avons
utilisé le décocté de Combretum micranthum a la dose de 5 ml/ 100g
de poids corporel.

Les résultats obtenus sur les différents lots de rats sont représentés sur
les figures suivantes.
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Effet de Combretum micranthum sur les rats sains

154 £ 12

7908 27711

B débit bikare B [GGTsérique O MPAL sérique |

figure 4

Effet de Combretum micranthum sur les rats cholestatiques:
Protocole 1

1911214

65140

L?débﬁliliaim B OGGTsérique D lPALsétiqueJ

figure 5
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Effet de Combretum micranthum sur les rats cholestatiques:
Protocole 2

4472+ 79

29,13+6,9

2,8£05

[adébit biliaire p O PAL sérique O @ GGT sérique E

figure 6

[1-4-Résultats comparés des différents lots de rats
Nous allons comparer les résultats des d&bits biliaires et des PAL
sériques qui sont plus spécifiques d’une cholestase que les GGT
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Résultats comparés rats sains traités / rats sains non traités

174

ARG, - - L B
B BRSOR B R

PAL

I o Pk

Débit biliaire Débit biliair

PAL rats rats

rats sains rats sains sains non sains
non traités traités traités traités
figure 7

On observe chez les rats sains traités une augmentation du débit biliaire accompagnée d’une
baisse des PAL par rapport aux rats sains non traités prouvant I’ac‘ivité cholérétique du
kinkéliba sur les rats sains. Le test statistique est significatif pour les débits biliaires ( p <
0,001) et non significatif pour les PAL (p > 0,05)

Résultats comparés rats sains / rats cholestatiques

5,1 31
i e o .‘< .,:‘;'."5- e et e g hviigh bty f‘\' e
Débit biliaire  Débit biliaire PAL rats PAL rats
rats sains rats sains cholestatiques
cholestatiques

figure 8
Les rats cholestatiques ont un débit biliaire diminué accompagné d’une augmentation des PAL
sériques par rapport aux rats sains prouvant I’effet cholestatique du CCl, sur des rats sains avec
un test statistique significatif aussi bien pour les débits biliaire que pour les PAL (p<0,001 pour
les deux)
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Résultats comparés rats cholestatiques traltés protocole 1/
rats cholestatiques non traités

339

4 3,1
e, i ’r,".;‘ DR I T A T S L T I P T < Presrun o SR L N SN L e A
Débit biliaire rats Débit biliaire rats PAL rats PAL rats
cholestatiques  cholestatiques cholestatiques  cholestatiques

figure 9
On observe une nette amélioration de la sécrétion biliaire et une baisse des PAL
sériques démontrant I’effet positif du kinkéliba administré suivant le protocole 1 sur des
rats cholestatiques. Tests significatifs avec un p <0,05 pour les débits biliaires et
p<0,001 pour les PAL.

Résultats comparés rats cholestatiques traités proto~ole 2/
rats cholestatiques non traités

447,2

3.1

o
AR

Débit biliaire  Débit biliaire

3

PAL rats PAL rats

rats rats cholestatiquescholestatiques
cholestatigue scholestatiques traités non traités
traités non traités
figure 10

Le protocole 2 n’améliore pas la cholestase induite chez les rats. Test significatif pour
les pal (p<0.,01) et non significatif pour les débits biliaires (p>0 ,05)
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Résultats comparés rats cholestatiques traités protocole1 / protocole 2

4472

191
4 2,8
p i !rx i -‘-‘!’.n':;* TR SRRIRANITIR! s R ‘\‘7‘-" KRN
Débit biliaire Débit biliaire PAL rats
rats rats cholestatiques
cholestatiques cholestatiques traités
traités traités protocole 1
protocole 1 protocole 2
figure 11

Le protocole 1 donne de meilleurs résultats que le protocole 2 avec un test statistique
significatif pour les d bits biliaires (p<0,05) et pour les PAL sériques (p<0,001)
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Discussion et
conclusion



Combretum micranthum est largement utilis€ en médecine
traditionnelle pour ses nombreuses propriétés : diurétique, fébrifuge,
cholaguogue, cholérétique ...( 4,5,9,18,19,33,50,52 ).Cependant nous
disposons de peu de travaux scientifiques validant ces propriétés.
C’est pourquoi nous nous sommes fixés comme objectif dans ce
travail de mettre en évidence les propriétés cholérétiques de cette
plante a partir d’'un modele in vivo. Pour atteindre cet objectif nous
avons utilisé des rats Wistar rendus cholestatiques par intoxication au
CCl4, le CCl4 entrainant une cirrhose biliaire associée a une
cholestase (34,35,38).
En effet le rat constitue un bon modéle pour les raisons suivantes :
- 11 est dépourvu de vésicule biliaire ; la bile en provenance des
différents lobes du foie est directement acheminée dans le canal
cholédoque ;
- Les résultats obtenus chez le rat sont transposables a I’homme ;
- Le prix de revient est abordable.
Cependant les résultats rapportés sont variables selon les auteurs

En effet, contrairement a Guéye M. et kamsloum (35,38)
I’intoxication par le CCl4 en traitement chronique a de faibles doses a
entrainé une forte mortalité des rats dans notre série. Ces résultats
discordants pourraient étre dus & une différence de sensibilité des rats
au CClM, les souches que nous avons utilisées étant probablement
différentes.
En revanche, la cholestase a été confirmée dans notre série, elle est
caractérisée par une diminution du débit biliaire des rats associée a
une €lévation de la gamma glutamyl! transférase et des phosphatases
alcalines sériques.
Chez les rats sains traités, le débit biliaire est significativement plus
élevé que chez les témoins non traités , ce qui suggere d’une part
I’élimination de Combretum micranthum par voie biliaire et d’autre
part un effet hypercholérétique.
Chez les rats intoxiqués au CCl4, cette hypercholérése est observée
lorsque le décocté¢ de Combretum micranthum et le CCl4 sont
administrés simultanément, par contre cet effet disparait lorsque
I’administration de Combretum micranthum est différée.
Ceci suggeére :
1) une protection des hépatocytes de I’effet toxique du CCH4 par le
décocté de Combretum micranthum
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2) une non réversibilité des 1ésions hépatocytaires induites par le CCly
par. Combretum micranthum .

Cependant il ne faut pas exclure qu’un traitement prolongé pourrait
étre efficace.

Plusieurs hypothéses pourraient étre avancées pour expliquer cette
hypercholérese ;

-une prolifération des néoductules biliaires dans les citrhoses biliaires
comme ’ont montré les travaux d’Alpini et collaborateurs (2) et
Erlinger S.(25,26,27), qui ont montré que dans certains modeles de
cirrthose, I’augmentation du nombre de ductules biliaires est corrélée a
I’hypercholérése.

-une augmentation du débit canaliculaire résultant de I’hypertension
sinusoidale et d’une augmentation de la filtration passive,
hydrostatique a travers les jonctions intercellulaires.

-une augmentation des acides et sels biliaires et/ ou du glutathion dans
la bile comme I’ont montré de nombreux travaux ( 46,35,25,26) qui
révelent que le transport des acides biliaires constitue une des forces
motrices de 1a sécrétion biliaire dépendante des acides biliaires et celui
du glutathion du débit biliaire indépendant des acides biliaires.

En conclusion, cette étude nous a permis de confirmer les
propriétés cholérétiques de Combretum micranthum et suggére une
activité hépatoprotectrice.

.Ces résultats devraient inciter les populations a une meilleure
considération et une revalorisation de cette plante.

En effet, en dehors de son intérét purement alimentaire (petit déjeuner
de beaucoup de sénégalais !!), elle constitue un bon rempart contre un
des symptémes les plus fréquents des pathologies hépatiques a savoir
la cholestase. A ces avantages, s’ajoute un qui n’est pas des moindres
dans nos pays, c’est le prix de revient & portée de toutes les bourses.

Toutefois une question de taille reste sans réponse pour le
moment : « quel est le mécanisme de cette activité cholérétique ? » ;
question a laquelle nous allons tenter d’apporter des éléments de
réponse dans une toute prochaine étude.
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Résumé : L’objectif de ce travail est d’étudier les propriétés
cholérétiques du Combretum micranthum plus connu sous le
nom de kinkéliba. |
Pour cela nous avons choisi comme modéle des rats de souche
wistar sains comme témoins normaux ; des rats rendus
cholestatiques par injection de tétrachlorure de carbone
comme témoins cholestatiques.

Ensuite nous avons procédé au traitement de rats sains et de
rats rendus cholestatiques, pour apprécier I’amélioration de la
sécrétion biliaire par rapport a celle de leurs témoins
respectifs.

Ainsi nous avons pu montrer que le kinkéliba a effectivement
des propriétés cholérétiques aussi bien chez les rats sains que
chez les rats cholestatiques.

Cependant lorsque la cholestase est chronique, le kinkéliba
devient inefficace tout au moins pour la durée du traitement
que ncus avons choisi ¢’est a dire trois jours.

Mots clés : Combretum micranthum, kinkéliba, cholérétique




