Données sur 1'utilisation du magnolol dans un modele expérimental
d'asthme bronchique compliqué par une lésion pulmonaire aigué

Diana Cezarina Petrescu
Département des sciences morpho-
fonctionnelles II, Faculté de médecine
Université de Médecine et Pharmacie
“Grigore T. Popa“
lasi, Roumanie
diana.petrescu@umfiasi.ro

Daniela Constantinescu
Département des sciences morpho-
fonctionnelles I-Immunologie, Faculté
de médecine
Université de Médecine et Pharmacie
“Grigore T. Popa“
lasi, Roumanie

d.constantinescu@umfiasi.ro

Andrei Gheorghe Vicovan
Département des sciences morpho-
fonctionnelles II, Faculté de médecine
Université de Médecine et Pharmacie
“Grigore T. Popa“
lasi, Roumanie

andrei-gheorghe.vicovan@umfiasi.ro

Carmen Solcan
Département IX-Discipline d'histologie,
d'embryologie et de biologie
moléculaire
Faculté de Médecine Vétérinaire,
Université des sciences de la vie “Ton
Tonescu de la Brad®,
lasi, Roumanie

Aurelia Cretu
Département des sciences morpho-
fonctionnelles II, Faculté de médecine
Université de Médecine et Pharmacie
“Grigore T. Popa“
lasi, Roumanie
aurelia.cretu@umfiasi.ro

Cristina Mihaela Ghiciuc
Département des sciences morpho-
fonctionnelles II, Faculté de médecine
Université de Médecine et Pharmacie
“Grigore T. Popa“
lasi, Roumanie
cristina.ghiciuc@umfiasi.ro

carmensolcan@yahoo.com

Résumé— L'asthme bronchique séveére est une pathologie
respiratoire associée a un risque d'évolution vers une lésion
pulmonaire aigué (LPA), une situation clinique qui nécessite une
optimisation de la stratégie thérapeutique. Le magnolol
(MAGN), un composé polyphénolique extrait de Magnolia
officinalis, présente un profil pharmacodynamique complexe
avec des effets bénéfiques a la fois sur I'asthme bronchique et sur
les lésions pulmonaires aigués. L'objectif de cette étude était
d'évaluer les effets de MAGN sur 1'équilibre des cytokines dans
un modéle expérimental d'asthme allergique sensibilisé a
I'ovalbumine (OVA) superposé a une lésion pulmonaire aigué
induite par le lipopolysaccharide (LPS). Trois groupes de souris
BALB/c OVA+LPS ont recu dexaméthasone (DEXA, 1 mg/kg)
ou magnolol (MAGN-D1, 50 mg/kg, ou MAGN-D2, 100 mg/kg).
Des échantillons de liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA)
et de tissu pulmonaire ont été prélevés pour déterminer les
niveaux de cytokines. Les résultats ont révélé que MAGN
diminuait de maniére significative les concentrations de TNF-a,
IL-6 et IL-17/IL-17A, MAGN-D2 étant plus efficace pour réduire
les niveaux de ces cytokines. Les résultats de 1'étude doivent étre
interprétés en tenant compte de la complexité du modéle
expérimental et de la nécessité de poursuivre les recherches sur
les mécanismes d'action par lesquels les différentes doses de
MAGN  exercent leur effet anti-inflammatoire et
immunomodulateur dans l'asthme sévére exacerbé par une
lésion pulmonaire aigué.

Mots-clés— magnolol, asthme, lésions pulmonaires aigués,
cytokines

I. INTRODUCTION

Les données actuelles indiquent que l'asthme sévére est
associé a un risque accru de pneumonie, reconnue comme la
principale cause de 1ésions pulmonaires aigués. L'asthme sévere
représente un défi considérable en pratique clinique, contribuant
significativement a la morbidit¢ et a la mortalit¢ globales
associées a cette pathologie [1]. L’asthme bronchique est une
maladie respiratoire chronique caractérisée par une inflammation
persistante des voies respiratoires et un remodelage structurel. Sa
prévalence est particuliérement élevée, les estimations suggérant
qu'environ 334 millions de personnes dans le monde sont
touchées par l'asthme [2]. Par conséquent, l'asthme est une
affection pathologique qui augmente la probabilité¢ d'évolution
vers une lésion pulmonaire aigué [3,4].
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La lésion pulmonaire aigué (LPA) est caractérisée par des
Iésions apoptotiques induites par une réponse inflammatoire
intense affectant 1'endothélium alvéolaire et les cellules
épithéliales, entralnant une altération de la barriére alvéolo-
capillaire et, dans les cas extrémes, une insuffisance respiratoire
aigué€ et un syndrome de détresse respiratoire aigué [5,6]. Ainsi,
en ce qui concerne l'approche thérapeutique de cette pathologie,
les options thérapeutiques actuelles sont limitées et influencées
par le degré de gravité associé a la 1ésion pulmonaire aigué [6].
Malgré la complexité des interventions thérapeutiques appliquées
dans la stratégie thérapeutique de cette maladie, les taux de
mortalité et de morbidité restent considérablement élevés [7].

Le contexte actuel concernant ces pathologies respiratoires
souligne l'impérieuse nécessité de développer des stratégies
thérapeutiques optimales permettant un meilleur controle de
I'évolution clinique des patients et une réduction de la mortalité
au sein de la population générale [8,9,10,11].

L'activité biologique et pharmacologique du magnolol
(MAGN), un composé polyphénolique isolé de Magnolia
officinalis, a fait I'objet de nombreuses recherches. Ces études ont
mis en évidence le profil multifonctionnel du magnolol,
caractérisé par des effets pharmacodynamiques tels que des
propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes [12,13],
antitumoral [14,15], cardioprotecteur [16,17], neuroprotecteur
[18], anxiolytique, sédatif, hypnotique [19], antidépresseur [20],
effet régulateur sur le métabolisme lipidique et glucidique [21,22]
et antibactérien [23]. Des études portent également sur le role
protecteur du magnolol, en fonction de la dose, dans l'asthme ou
les 1ésions pulmonaires aigués [24,25]. Par conséquent, dans
notre étude, nous avons cherché a évaluer les effets du magnolol
dans I’asthme allergique sensibilis¢é a l'ovalbumine (OVA)
exacerbé par une LPA induite par le lipopolysaccharide (LPS) en
analysant la réponse cytokinique, car le role du magnolol dans ce
modele expérimental n'a pas encore été évalug.

II. MATERIAUX ET METHODES

A.  Animaux, considérations éthiques et conception de la
recherche expérimentale

Le modele expérimental d'asthme bronchique sévere
exacerbé par une lésion pulmonaire aigu€ a été obtenu chez 24
souris femelles BALB/c, achetées auprés de ['Institut
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Cantacuzino de Bucarest. Le Comité d'éthique de la recherche
de I'Université de Médecine et de Pharmacie “Grigore T. Popa“
de Iasi a évalué le protocole de recherche et a donné son accord
pour la réalisation de l'¢tude. L'étude expérimentale a été
menée dans les locaux du Centre Avancé de Recherche et de
Développement en Médecine Expérimentale (CEMEX),
conformément a la Directive Européenne 2010/63/UE et a la
Législation Roumaine (loi n® 43/2014) relatives a la protection
des animaux utilisés a des fins de recherche scientifique. Les
animaux ont été répartis en 4 groupes (n = 6 dans chaque
groupe) comme suit : groupe OVA+LPS (groupe contrdle
positif de la maladie), qui a regu des inhalations de solution
d'OVA apres une sensibilisation intrapéritonéale a 'OVA et
des instillations intratrachéales de LPS ; groupe
OVA+LPS+DEXA (groupe contréle positif du traitement), qui
a regu des inhalations de solution d'OVA aprés une
sensibilisation intrapéritonéale a 1'OVA, des instillations
intratrachéales de LPS et un traitement a la dexaméthasone (1
mg/kg, par voie intrapéritonéale) ; groupe
OVA+LPS+MAGN-D1 qui a été exposé¢ a l'inhalation de
solution d'OVA aprés une sensibilisation intrapéritonéale a
I'OVA, une instillation intratrachéale de LPS et un
prétraitement/traitement au MAGN-D1 (50 mg/kg par gavage)
; groupe OVA+LPS+MAGN-D2 exposé a l'inhalation d'une
solution d'OVA aprés sensibilisation intrapéritonéale avec de
I'OVA, instillation intratrachéale de LPS et
prétraitement/traitement avec MAGN-D2 (100 mg/kg par
gavage).
B.  Protocole de sensibilisation a l'ovalbumine

Les souris des groupes OVA+LPS, OVA+LPS+DEXA,
OVA+LPS+MAGN-DI1 et OVA+LPS+MAGN-D2 ont regu
une injection intrapéritonéale d'une solution 'OV A/hydroxyde
d'aluminium dans un volume total de 0,2 ml par souris, aux
jours 0 et 7, suivie d'une provocation a 'OVA pendant 25
minutes dans une chambre d'inhalation par aérosolisation de 10
ml d'OVA a1 % diluée dans du PBS [26], aux jours 14, 15, 16
et 17.

C. Induction d'un modeéle expérimental d'asthme
bronchique allergique avec lésions pulmonaires aigués (LPA)
et administration du traitement

Les jours 15 et 18, une heure aprés 1'aérosolisation d'OVA,
les souris ont regu, sous anesthésie générale par injection
intrapéritonéale de kétamine (80 mg/kg) et de xylazine (10
mg/kg), une administration intratrachéale de LPS, qui a été
réalisée selon le modéle développé par Ehrentraut et al. [27].
Le magnolol a ét¢ administré quotidiennement par gavage a la
dose de 50 mg/kg (groupe OVA+LPS+MAGN-D1) ou de 100
mg/kg (groupe OVA+LPS+MAGN-D2), du jour 0 (premier
jour d'exposition a 'OVA) jusqu’au jour 18, comme décrit par
Huang [24] et Lin [28].

D. Analyse des cytokines dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire

Vingt-quatre heures apres la derniére provocation a 'OVA,
le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) a été recueilli
sous anesthésie générale induite par la kétamine et la xylazine.
Pour ce faire, une incision trachéale a été réalisée, la trachée a
été exposée puis canulée. Le prélévement du BALF a consisté
en trois cycles successifs d'instillation-aspiration de 0,5 ml de
PBS tiede (37 °C) a travers la canule trachéale, pour un volume
total de 1,5 ml. Le liquide recueilli a ét¢ maintenu sur glace
jusqu'a sa centrifugation a 250 x g pendant 5 min a 4 °C. Les
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surnageants ont ensuite été recueillis, transférés dans des tubes
Eppendorf, centrifugés a 10 000 x g pendant 15 min a 4 °C,
aliquotés en fractions de 150 pl dans d'autres tubes, puis
conservés a —80 °C jusqu'au dosage des cytokines. Le kit
LXSAMSM-08 Luminex Mouse Premixed Multi-Analyte
(R&D Systems, Etats-Unis) a été utilisé pour quantifier I'IFN-
vy, 'IL-4, 'IL-5, I'IL-6, I'IL-13, ’'IL-17/IL-17A, le TNF-a et
le VEGF dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire.

E.  Analyse des cytokines dans I'homogénat de tissu
pulmonaire

Le poumon droit a été prélevé et pesé, puis transféré dans
200 pl de tampon de lyse NP-40 (Thermo Fisher Scientific,
UK) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Promega,
Etats-Unis). Aprés 15 minutes sur glace, un broyage manuel a
été effectué a 1'aide d'un broyeur de tissus Wheaton Tenbroeck
de 1 ml (également sur glace). L'homogénat pulmonaire obtenu
a été centrifugé a 10 000 g pendant 15 minutes a 4 °C, puis des
aliquotes de 60 pl du surnageant ont été conservées a —80 °C
jusqu'a leur analyse. La quantification des cytokines dans
I’homogénat pulmonaire a été réalisée a l'aide du kit
LXSAMSM-08 Luminex Mouse Premixed Multi-Analyte
pour 1TFN-y, IIL-5, 1L-6, 1IL-13, 1L-17/IL-17A, le TNF-a
et le VEGF (R&D Systems, Etats-Unis) et de la plateforme
Gen-555 Probe Luminex 100/200 xMAP (Austin, Texas,
Etats-Unis).

F.  Analyse statistique

Les données obtenues sont exprimées sous forme de
moyenne =+ erreur standard (ES). Les graphiques sont présentés
sous forme de diagrammes a barres. Les différences
statistiquement significatives entre les groupes ont été évaluées
par des tests paramétriques - analyse de variance a un facteur
(ANOVA) suivie du test de Holm-Sidak pour les comparaisons
multiples ou par des tests non paramétriques (test de Kruskal-
Wallis sur les rangs), a I'aide du logiciel SPSS. Une valeur de
p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

I1I. RESULTATS ET DISCUSSION

Les concentrations des cytokines suivantes ont été évaluées
: le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), ’interféron
gamma (IFN-y) impliqués dans la réponse Thl ; les
interleukines IL-4, IL-5, IL-6 et IL-13 impliquées dans la
réponse Th2; IL-17/IL-17A impliquée dans la réponse Th17 ;
ainsi que le facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire
(VEGF), dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire et
I’homogénat tissulaire pulmonaire.

Le MAGN-DI ainsi que le MAGN-D2 ont entrainé une
diminution des taux de TNF-o dans le BALF, diminution
observée par rapport au groupe OVA+LPS (p < 0,05) et
également par rapport au groupe OVA+LPS+DEXA (p <
0,05), ou une augmentation du taux de TNF-o avait été
enregistrée. Le niveau d’IFN-y dans le BALF s’est révélé
augmenté sous I’effet du MAGN-D1 par rapport au groupe
OVA+LPS+DEXA (p <0,05), sans différence statistiquement
significative entre les groupes traités par MAGN et le groupe
OVA+LPS.

Concernant les cytokines impliquées dans la réponse Th2,
les résultats de 1’analyse du LBA ont montré que le MAGN-
D1 et le MAGN-D2 n’ont pas induit de modifications
significatives des taux d’IL-4 et d’IL-5 par rapport au groupe
OVA+LPS ; des différences statistiquement significatives ont
cependant été observées par rapport au  groupe



OVA+LPS+DEXA (p < 0,05). Le MAGN-D2 a entrainé une
augmentation de la concentration d’IL-13 par rapport au
groupe OVA+LPS (p < 0,05). MAGN-D1 et MAGN-D2
influencent la réponse immunitaire Th17 en diminuant les taux
d'IL-17/IL-17A par rapport 8 OVA+LPS (p <0,05), a la fois
dans le LBA et au niveau tissulaire.

L'administration de MAGN-D2 a entrainé une diminution
significative des taux de TNF-a dans I'homogénat tissulaire,
comparativement au groupe OVA+LPS (p < 0,05).
L'administration de MAGN (MAGN-D1 et MAGN-D2) a
induit une augmentation des taux d'IL-4 et d'IL-5 dans
I'homoggénat tissulaire, par rapport au groupe OVA+LPS (p <
0,05). Le MAGN-DI1 a entrainé une élévation du taux d’IL-13
par rapport au groupe OVA+LPS (p <0,05).

Le modéle expérimental proposé dans cette ¢étude
représente un modele murin complexe de lésion pulmonaire
aigué induite par le LPS chez des souris BALB/c, sur fond
d’inflammation pulmonaire allergique suite a la sensibilisation
et a la provocation avec I’OVA. L’objectif spécifique de cette
étude a été d’évaluer comparativement les effets anti-
inflammatoires et immunomodulateurs induits par le magnolol
administré a deux doses différentes, 50 mg/kg (D1) et 100
mg/kg (D2), dans cette forme de 1ésion pulmonaire aigu€ a haut
degré de sévérité. Les études expérimentales in vivo et in vitro
existantes rapportent que I’effet anti-inflammatoire du
magnolol est dose-dépendant [29], élément essentiel dans la
conception de la méthodologie de travail concernant
I’efficacité du magnolol dans le modéle expérimental proposé.

Les données actuelles indiquent que la provocation par
I’OVA dans un modéle OVA/LPS favorise 1’exacerbation de
I’inflammation induite par le LPS. Ce processus est médié par
les éosinophiles de type CDI101+, qui promeuvent
I’inflammation neutrophilique et, finalement, la Iésion
pulmonaire aigué [30]. II est établi que le lipopolysaccharide
(LPS) entraine [I’activation de la voie de signalisation
intracellulaire TLR4 par agonisme du récepteur TLR4. Ce
mécanisme déclenche une réponse inflammatoire a caractére
neutrophilique, contr6lée par une réponse immunitaire de type
Th1 [31].

Un modele expérimental d’asthme allergique murin induit
par ’OVA met en évidence les effets du magnolol sur les
réponses immunitaires Th1/Th2/Th17. Ainsi, le traitement par
magnolol a modulé la balance cytokinique en augmentant le
niveau d’IFN-y et en diminuant ceux d’IL-4, d’IL-5, d’IL-13,
d’IL-6 et d’IL-17A. Il convient de préciser que la dose la plus
¢élevée de MAGN utilisée (50 mg/kg) a été la plus efficace pour
moduler les concentrations des cytokines [24].

La présente étude a montré que le traitement par magnolol
diminuait les taux de TNF-a dans le LBA par rapport au groupe
positif de maladie, la dose de 100 mg/kg entrainant une
réduction plus significative de ces taux. Il convient de noter
que I'administration intratrachéale de LPS s'accompagne, outre
une infiltration neutrophilique importante, d’une libération de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et 11L-6
[32,33]. L'analyse de la concentration de TNF-a dans
I'homogénat tissulaire a révélé que le MAGN-D2 influengait la
diminution des taux de TNF-a induite par le modéle
expérimental. Ce résultat est confirmé par les données de la
littérature, notamment deux modeles de lésion pulmonaire
aigué (LPA) induite par le LPS chez la souris, qui présentent
une diminution des taux de TNF-a, d'IL-6 et d'IL-1p dans le
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liquide de lavage broncho-alvéolaire aprés traitement par
magnolol. Le mécanisme par lequel le magnolol exerce son
effet protecteur dans la LPA et réduit l'inflammation est
également proposé ; son activité serait médiée par une
augmentation de l'activit¢ et de l'expression du PPAR-y
[25,34].

Les résultats de 1'étude soulignent l'efficacité du MAGN
pour diminuer la concentration d'TL-6 dans le liquide de lavage
broncho-alvéolaire et dans 1'homogénat tissulaire. L'analyse
des cytokines dans I'homogénat tissulaire a montré que le
MAGN-D2 était plus efficace que le MAGN-D1 pour réduire
la concentration d'IL-6. Le role de 1'L-6 dans la 1ésion
pulmonaire aigué est li¢ a Il'induction de la réponse
inflammatoire par la promotion du recrutement des
neutrophiles et la libération de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a et I'IL-1B, constituant un facteur de
mauvais pronostic chez les patients atteints de syndrome de
détresse respiratoire aigué (SDRA) [35,36]. Les résultats de
I'étude révelent également l'efficacité du MAGN-DI1 et du
MAGN-D2 pour diminuer la concentration d'IL-17/IL-17A par
rapport au groupe OVA+LPS. L'IL-17 est une cytokine pro-
inflammatoire impliquée dans la pathogenése de la LPA et est
considérée comme une cible pharmacologique dans cette
pathologie [37].

IV. CONCLUSIONS

Cette étude in vivo rapporte les résultats comparatifs des
effets du magnolol administré a différentes doses dans un
modele complexe d'asthme bronchique sévére exacerbé par
une 1ésion pulmonaire aigué (LPA). Concernant son influence
sur la réponse immunitaire, les résultats montrent une
diminution du TNF-a, de 1'IL-6 et du rapport IL-17/IL-17A
sous l'action du magnolol. Il est a noter que le MAGN-D2
induit une diminution plus importante de la concentration de
ces cytokines que le MAGN-DI1. Ces résultats doivent &tre
interprétés en tenant compte de la complexité du modéle
expérimental et nécessitent des recherches complémentaires
afin d'élucider les mécanismes d'action par lesquels les
différentes doses de magnolol exercent leur effet anti-
inflammatoire et immunomodulateur dans l'asthme sévére
exacerbé par une LPA.
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