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Introduction générale

Introduction géenérale

L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et connait actuellement un
intérét progressif aupreés du public, malgré I’important développement de [I’industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies
souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la médecine
traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres
(Ma et al., 1997; EI Rhaffari et al., 2004). Cette utilisation est principalement fondée sur
I’idée que les plantes sont un moyen naturel de traitement dénué de tout risque. Les
consommateurs croient souvent que naturel est le synonyme d’inoffensif. Or une plante peut a
la fois étre utile et toxique. C'est une question de dose : "Potion et poison ont la méme racine
latine” (Zekkour, 2008).

Les Fabaceae ou légumineuses constituent troisieme famille des angiospermes par le
nombre de ses représentants (Shaiq et al., 2001). Le genre Astragalus est bien documenté en
tant qu'intéressant source de substances biologiquement actives telles que les composés

phénoliques, les flavonoides et les polysaccharides (Foudah et al., 2017).

L’utilisation la plus commune d’astragale est comme fourrage pour le bétail et les
animaux sauvages, bien que 32 aient été reconnus pour I’utilisation dans les aliments, les
médicaments, les cosmétiques, comme substituts du thé ou du café ou comme sources des

gommes végétales (Rios et al., 1997) .

Le traitement de chimiothérapie implique l'usage d'agents toxiques dans le but de tuer
les cellules tumorales. Cependant, dans certains cas, le traitement peut aussi affecter les
cellules saines. Par exemple, les anthracyclines qui sont des agents anti-tumoraux trés
largement utilises en cancérologie pour le traitement d’une variété de tumeurs solides et
hématologiques malignes (Andrieu-Abadie et al., 1999; Tacar et al., 2013; Judson et al.,
2014). La doxorubicine est I'un des membres les plus efficaces utilisés dans cette famille.
Toutefois, son utilisation a été restreinte en chimiothérapie surtout en raison de son offre
variée des toxicités y compris cardiaque, hépatique, rénale et testiculaire (Yilmaz et al.,
2006 ; Mohan et al., 2010 ; Ahmed et al., 2017).

Certaines réactions biochimiques dans le corps humain produisent des radicaux libres

malfaisants a la santé a cause de leur pouvoir oxydant éleve (Georgieva et al., 2010). Ces

1
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radicaux sont impliqués dans le stress oxydant qui est caractérise par un déséquilibre entre la
production des ERO et I’élimination de ces especes par le mécanisme de défense antioxydant
(Sarr et al., 2015). Le stress oxydant est impliqué dans diverses pathologies (LadohYemeda
et al., 2014). En effet, la plupart des études mettent en jeu le role du stress oxydatif dans ce
processus qui est induit par la formation des radicaux libres de 1’oxygéne (RLO) découlant de
la structure chimique de la doxorubicine ayant tendance a générer des especes réactives de

I’oxygéne durant la métabolisation du médicament (Yarmohmmadia et al., 2017).

De nos jours, nous comprenons que les plantes medicinales riches en antioxydants,
jouent un role protecteur dans la santé, et leur consommation a abaissé le risque de plusieurs
maladies (Francois et al., 2009). Cela pourrait permettre a ces plantes d’étre une source de

nouvelles molécules médicamenteuses.

L’objectif principal de ce travail est consisté a évaluer in vivo 1'effet préventif d’extrait
aqueux de la plante Astragalus gombiformis Pomel. contre la toxicité aigué induite par la
doxorubicine au niveau du foie. Pour évaluer les vertus thérapeutiques de cette derniére nous

avons fixe les objectifs suivants:
-Etude de la toxicité aigué d’extrait de la plante Astragalus gombiformis Pomel.

-Evaluation de I’effet de la doxorubicine sur la fonction hépatique et 1’action hépato-
préventive de I’extrait aqueux de la plante Astragalus gombiformis Pomel. chez des souris
males de souche Swiss albinos par le dosage des paramétres biochimiques hépatique, la
détermination des paramétres de stress oxydant dans le tissu hépatique et I’étude histologique

du foie.
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Chapitre 1 Geénéralité sur la plante et le stress oxydatif

1.1. La famille des Fabacées

La grande famille des Fabacées (faba, la féve) doit son unité a son fruit, appelé gousse
ou légume, d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus
connue (De Witt, 1963). Les Fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a
fleurs, avec plus de 730 genres et 19 400 espéces, réparties aussi bien en milieu tempéré que
tropical (Wojciechowski et al., 2004), cette famille comprend les plantes ligneuses (zones
tropicales) et herbacées (zones tempérées) avec quelques arbres et arbustes (Quezel et
Santa,1963), elle est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées
dans un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja)
qu’animale (tréfle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme
combustible, pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais,

réglisse) ou en chimie (Wojciechowski et al., 2004).

1.1.1. Genre d’Astragalus

Le genre Astragalus est considéré comme le plus grand genre de la famille des fabacées
avec environ 2500 a 3000 espéces (Foudah et al., 2017), essentiellement pérennes et
largement répandues dans la région tempérée de le monde (Pistelli et al., 2003), il est réparti
partout dans le monde mais majoritairement dans I'némisphere Nord du globe terrestre
(Chouana, 2017). Une cinquantaine d’especes sont retrouvées en Afrique du Nord et quinze
environ au Sahara (Tayeb et al., 2012) . Il est bien documenté en tant qu'intéressant source de
substances biologiquement actives telles que les composés phénoliques, les flavonoides et les
polysaccharides (Foudah et al., 2017).

Les especes du genre Astragalus sont valorisées dans la médecine traditionnelle a
travers le monde et utilisées comme herbes médicinales contre les ulcéres d'estomac, la toux,
la bronchite chronique, I'nypertension, les troubles gynécologiques, le diabete et les morsures
venimeuses du scorpion. Certaines plantes du méme genre ont été signalé comme ayant des

activités immunostimulantes, cardiovasculaires et antivirales (Benchadi et al., 2013).

1.1.2. L’espéce Astragalus gombiformis Pomel.

Astragalus gombiformis Pomel. est une espece de plante psammophyte du désert
sauvage appartenant a la famille des Fabacées. Il s'agit d'une plante herbacée pérenne, d'un
sous-arbuste ou d'un arbuste qui contribue grandement a lI'alimentation des dromadaires et des
chévres élevées par les agriculteurs de la région aride du Maroc oriental, de I'Algérie et de la
Tunisie, ou la production animale repose presque exclusivement sur le paturage de plantes

indigenes. Cette légumineuse fourragere est bien adaptée aux conditions arides, notamment
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aux sols sablonneux, et est considérée comme ayant une plus grande valeur nutritive que de
nombreuses espéces de fougeres et de buissons. Astragalus gombiformis est également utilisé

traditionnellement contre les morsures de serpents et de scorpions (Guerrouj et al., 2013).

Tableau 1. Systématique d'Astragalus gombiformis Pomel. (Quezel et Santa, 1963).

Regne

Plante

Embranchement

Spermatophytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Rosale
Famille Fabaceae
Sous famille Papilionaceae
Genre Astragalus
Espéece gombiformis Pomel.

Noms vernaculaire

Djelban el hamir, Foul el hamir, Gelga

Figurel. Astragalus gombiformis Pomel.
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1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydant représente 1’incapacité de 1’organisme a se défendre contre 1’agression
d’espéces réactives oxygénées (ERO) (Cheeseman et Salter, 1993), il est défini comme un
déséquilibre entre les especes réactives de l'oxygéne (ERO) et les systemes de défenses
antioxydants, que Se soit par déficit en antioxydants, par suite d’une surproduction de

radicaux libres ou une combinaison de ces deux facteurs (Ece et al., 2007).

Ce déséquilibre endommage des macromolécules, des cellules, des tissus, des organes et
I'organisme dans I'ensemble. Une fois qu'il y a des dégats a ces macromolécules, leurs
fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire sont changées aboutissant a la

manifestation de beaucoup de maladies (Kumar et al., 2017).

1.2.1. Les radicaux libres (RL)

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbital en captant un électron pour devenir plus stable, il va donc se réduire en

oxydant un autre composé (Joélle et Allain, 1997; Merouane et al., 2014).

1.2.2. Les antioxydants
Un antioxydant est défini comme étant toute substance capable, & concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder

ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).
1.2.2.1. Les antioxydants enzymatiques

a. Superoxyde Dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD) constitue la premiere ligne de protection contre les
dérivés radicalaires de I'oxygene (Vergely et al., 2003). Chez I'nomme, les plus hauts niveaux
de SOD se trouvent dans le foie, la glande surrénale, les reins et la rate (Scheibmeir et al.,
2005). Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde (O2) en O et peroxyde
d’hydrogéne (Droillard et Paulin, 1990; Valko et al. 2006).

b. Catalase
La catalase est présente dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le
foie et les globules rouges. Elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en

oxygene moléculaire (Valko et al., 2006).
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c. Glutathion peroxydase

Elle est I’'un des principaux systémes de protection capables de réduire le peroxyde
d’hydrogene et les peroxydes organiques (ROOH) toxiques formés par I’oxydation des acides
gras ou du cholestérol (Ganther, 1999; Favier, 2003), elle utilise le glutathion réduit comme
cofacteur (Vitoux et al., 1996).

1.2.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

a. Vitamine E

Elle est considéréee comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par la
cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Proyor, 2000). L’a-tocophérol est le principal
antioxydant contenu dans les LDLs (L6pez et al., 2005).

b. Vitamine C (Acide ascorbique)

Elle est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger a des concentrations
tres faibles les espéces réactives de I'oxygene (Carr et Frei, 1999). Elle est un réducteur
susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la régénération des autres

antioxydants tels que les a-tocophérol (Greff, 2011).

c. Glutathion (GSH)

Le glutathion joue un rdle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des
acides nucléiques contre I'oxydation (Stamler et Slivka, 1996). En situation de stress oxydant,
son rble protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GPx
(Geérard-Monnier et Chaudiére, 1996).

d. Flavonoides

IIs peuvent agir de différents fagons dans les processus de régulation de régulation du
stress oxydant par capture directe des especes réactives de 1’oxygene, par chélation de métaux
de transition comme le fer, le cuivre ou par inhibition de I’activité de certains enzymes
responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygene comme la xanthine oxydase

( Lahouel et al., 2006).
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2.1. La toxicité

La toxicologie est depuis longtemps reconnue comme étant la science des poisons. Elle
étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes vivants. Elle fait appel a
une multitude de connaissances scientifiques et s’intéresse a plusieurs secteurs de I’activité

humaine: 1’agriculture, I’alimentation, 1’industric pharmaceutique, 1’environnement...etc

(Lapointe, 2004).

La toxicité d’une substance varie selon la dose, la fréquence, la durée d’exposition, et le

temps d’apparition des signes cliniques (Bensakhria, 2018).

2.1.1. La toxiciteé aigué

La toxicité aigué est une forme de toxicité qui résulte d’une exposition de court durée
suit a une absorption rapide du toxique par concerne une seule dose d’une ou de plusieurs
substance administrées sur une période n’excédant pas 24 heures, et Les manifestations
d’intoxication se développent rapidement en général, la mort ou la guérison survient sans

retard.

L’évaluation de la toxicité aigué est une étude qualitative et quantitative des

phénomeénes toxique résultant d’une administration unique d’un xénobiotique (Bensakhria,

2018).

L’¢étude qualitative et quantitative de la toxicité aigué permet la détermination de la dose
qui provoque une mortalité de 50% dans une population d’animaux (DL50). On administre
généralement le produit a des rats ou a des souris répartis en plusieurs groupes. Chaque
animal d’un méme lot regoit une dose identique, mais la dose administrée est différent d’un
lot a I’autre. Apres I’administration, les animaux sont observés pendant 24 heures a 14 jours,
afin que le pourcentage de mortalité varie entre 0 % et 100 % (Viala et Botta, 2005; Wallace
Hayes, 2008).

2.1.2 Manifestations de la toxicité

L’expression des effets toxiques ou la manifestation toxique provoquée d’une toxine
peut étre tres différente dans I’organisme vivant d’un modéle animal a un autre. En effet, les
manifestations de la toxicité dépendent a la quantité du toxique et son affinite a se lier au site
d'action d’enzyme, du récepteur cytoplasmique, d’ADN...etc (Lauwerys, 2003). L’action
d’une substance toxique est évaluée en fonction de plusieurs paramétres entre autres son mode
d’administration (voie orale, intraveineuse, intra péritonéale), la dose administrée, le taux de

mortalité observée, 1’évolution pondérale, 1’histologie de certains organes, la modification de
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certains parameétres biochimiques du sang appelés marqueurs de toxicite tels que les

transaminases (ALT, AST), la bilirubine, la créatinine, I’urée (Etame et al., 2017).
2.2. La doxorubicine

2.2.1. Définition et origine

La doxorubicine (ou adriamycine) est un medicament antibiotique anticancéreux de la
famille des anthracyclines. Elle a été isolée pour la premiere fois en 1960 a partir des
actinobactéries mutantes de genre Streptomyces peucetius var. caesieus et approuvée par la
Food and Drug Administration (FDA) en 1974. Leur suffixe rubicine rappelle leur couleur
rouge intense bien visible dans les flacons de poudre pour solution injectable (Zhou et
Chowbay, 2002; Minotti et al., 2004; Mizutani et al., 2005; Kara Ali, 2017).

2.2.2. Structure et Propriétés chimiques
La formule chimique brute de la doxorubicine est C27H20NO11 et sa masse moléculaire

est de 543,52 g/mol (Gallani, 2016).

La doxorubicine possede une structure poly-aromatique plane. Elle est composée d’une
fraction chromophore aglycone (adriamycinone:C»1H130g), tétracycle avec des groupements
adjacents quinone-hydroquinone, qui leur permet de fonctionner comme accepteur et donneur
d’électrons, un substituant méthoxy et une chaine courte avec un groupement carbonyl se
terminant par un alcool primaire, reliés par une liaison glycosidique avec un aminosucre
(daunosamine:CeH13NO3) (Bakker et al., 1995; Hortobagyi, 1997; Sheela et al., 2005).

o OH o
OH
OH o

H,CO O

H.C o

NH,

OH

Figure 2. La structure de la doxorubicine (Sheela et al., 2005).
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2.2.3. Pharmacocinétique de la doxorubicine

2.2.3.1. Absorption et distribution

La doxorubicine comme toutes les autres anthracyclines, est habituellement administrée
par voie intraveineuse afin d'atteindre rapidement la tumeur sans étre trop degradée, et en
injection rapide, pour éviter une extravasation a coté de la veine qui endommagerait les tissus.
Ces substances possédent une importante diffusion tissulaire et sont rapidement captées par
différents organes: cceur, reins, poumons, foie et rate, mais ne traversent pas la barricre

hémato-encéphalique (Hande, 1998).

La doxorubicine est liée aux protéines plasmatiques, surtout I'aloumine. La demi-vie de
distribution initiale d'environ 5 minutes, tandis que son élimination est lente a partir des tissus
qui se traduisent par une demi-vie terminale de 20 a 48 heures (Speth et al., 1988; Campos et
al., 2012).

2.2.3.2. Métabolisme
Le métabolisme de la doxorubicine se déroule principalement au niveau du foie et est un

processus tres complexe et comprend plusieurs interactions :

-Réduction de la fonction carbonyle (C = O) de I’atome de carbone numéro 13 dans la
chaine latérale de la Doxorubicine a un groupement alcoolique (OH) et cela par stimulation
de I'enzyme cytoplasmique (NADPH-dépendent Aldo-céto réductase) et formation du
métabolite hydroxy doxorubicine, nommé doxorubicinol qui est le principal métabolite actif

de ce médicament.

-Déglycosylation en activant I'enzyme cytochrome P450 réductase et formation de

hydroxy aglycones ou déoxy aglycones.

-Ensuite la doxorubicine et ses métabolites sont excrétés par la bile sous forme de
doxorubicine ou doxorubicinol apres 24heures d’absorption ou bien sous forme de sulfates et

glucoronides aprés 48heures (Zhou et Chowbay, 2002).
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Figure 3. Voie métabolique de la doxorubicine (Sheela et al., 2005).

2.2.3.3. Elimination
L’élimination est biliaire. Environ 40% de la dose apparait dans la bile en 5 jours, alors

que seulement 5 a 12% du médicament et de ses métabolites apparait au cours de la méme

période de temps dans ’urine (Zhou et Chowbay, 2002), ce qui explique la coloration rouge

de l'urine, quelques jours apres le traitement (Speth et al., 1988).

2.2.4. Mode d’actions

2.2.4.1. L’interaction avec les bases azotées de 'ADN

La doxorubicine s’intercale entre deux paires de bases azotées de la double hélice de

I’ADN, modifiant ainsi la structure de 'ADN (Phillips et al., 1996). Ce changement conduit &

entraver la corrélation enzymatique, les enzymes de réplication de I'ADN polymérase, des

enzymes de clonage ARN polymérase, les enzymes de réparation de I'ADN, ce qui inhibent la

réplication de I’ADN ainsi que sa transcription en ARN. Cette interruption du cycle cellulaire

conduit a la mort de la cellule (Outomuro et al., 2007; Tacar et al., 2012).
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2.2.4.2. Inhibition de I’enzyme topo-isomeérase |1
La doxorubicine est capable d’inhiber les topo-isomérases Il. Ces enzymes nucléaires
assurent la torsion et la détorsion de la molécule d’ADN au fur et a mesure de la réplication
et de la transcription via des coupures transitoires des deux brins d’ADN suivies de re-
ligations de ces mémes brins. En stabilisant le complexe de clivage ADN-topo-isomérase Il
obtenu apres la coupure des brins d’ADN par ’enzyme, la doxorubicine empéche 1’étape de
religation, ce qui conduit a une coupure définitive des brins d’ADN et a la mort cellulaire

(Lansiaux et Pourquier, 2011).

2.2.4.3. Formation de radicaux libres

Les composeés de dégradation de la doxorubicine entraineraient la formation de radicaux
libres tels que l'anion superoxyde (02°), le peroxyde d'hydrogéne (H.02), et le radical
hydroxyle (OH®). Ces radicaux libres endommageraient I'ADN, les protéines et les
constituants des membranes cellulaires (larussi et al., 2001).

2.2.5. Toxicité induite par la doxorobucine

2.2.5.1. Cardiotoxiciteé

Le développement des problemes cardiaques de la doxorobucine , comme toute autre
anthracycline, peut apparaitre sous deux formes cliniques bien différentes dans leurs
manifestations et leurs conséquences; soit une cardiotoxicité aigué ou chronique (Kara Ali,
2017). La cardiotoxicité aigué survient immédiatement pendant 1’administration de la
doxorubicine ou dans les heures et jours apres I’injection, principalement représentée par
des troubles du rythme cardiaque et des tachycardies sinusales (Nousiainen et al., 2002;
Guglin et al., 2009).

2.2.5.2. Hépatotoxicité

La structure chimique de la doxorubicine qui est de base quinone, son métabolisme
hépatique, ainsi son mécanisme d’action induisent la formation des radicaux libres qui sont a
I’origine de 1’hépatotoxicité induite par ce médicament. L’induction du stress oxydatif causée
par la géneration des radicaux libres, provoque un déséquilibre aux niveaux des enzymes
antioxydantes endogenes (Durak et al.,, 1998). Cette perturbation dans le systéme
enzymatique (antioxydant), se manifeste par la peroxydation lipidique et lI'oxydation des

protéines ce qui conduit a une lésion tissulaire hépatique (Bagchi et al., 1995).
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3.1. Matériels

3.1.1. Matériel végétal

Notre étude a été réalisée sur la partie aérienne (tige, feuille, fleurs, gousse) de la plante
médicinale spontanée Astragalus gombiformis Pomel. est une Fabacée récoltée dans la région
de Elhadjeb wilaya de Biskra début d’Avril 2018, I'identification botanique d'espéce végeétale
a été effectué au niveau du laboratoire de physiologie végétale a ITDAS par I’ingénieure chef
de filiere oléiculture (Diab Nassima).

Apres séchage a température ambiante et a ’abri de la lumicre solaire pendant quelques
jours, afin de préserver au maximum I’intégrité des molécules, la partie aérienne sont broyées
grossierement a 1’aide d’un mortier pour obtenir une poudre puis stockées au réfrigérateur
jusqu’a I’utilisation.

3.1.2. Matériel animal

Les animaux d’expérience sont des souris blanc males de souche Swiss albinos,
agés de 12 semaines et pesant entre 25 et 35g, procurés aux prés de I’Institut Pasteur d’Alger.
Deés leur réception, les souris ont été placées dans des cages en plastique transparent,
tapissées d’une litiere en copeaux de bois. Ces souris sont nourries quotidiennement, par
granules d’aliments secs commerciaux, et ont eu a disposition, de 1’eau sans discontinuité
dans des biberons. Les souris sont utilisés aprés une période d’adaptation de 15 jours avant
I’expérimentation au niveau de I’animalerie du département de Biologie, Université de Biskra,

a une température de 22°C (£ 3°C), a un cycle de lumiere/obscurité de 12/12h.

Figure 4. Souris blanc dans des cages transparentes.

3.2. Méthodes

3.2.1. Préparation de I’extrait aqueux d’Astragalus gombiformis Pomel.
L’extrait aqueux de la plante a été obtenu a partir de 20 g de poudre d’Astragalus
gombiformis Pomel. a été porté a reflux pendant 30 min dans 200 ml d’eau distillée dans un

12



Chapitre 3 Matériels et méthodes

ballon monocole, surmonté d’un réfrigérant. Le mélange est filtré, le filtrat a ensuite été
évaporé a sec sous pression reduite & 60°C au Rotavapor (Heidolphe) pour éliminer maximal
de I’eau, puis gratté apres séchage (dans des boites pétrie en verre) a été conservée dans un

réfrigérateur 4°C (Majhenic et al., 2007).

20 g de matériel vegétal

1

200 ml d’eau distillée

]

Ebullition a reflux

1

Filtration

.

Evaporation rotative a 60°C

1

Extrait brut aqueux

Figure 5. Schéma général d'extraction aqueuse a partir de la partie aérienne d'Astragalus
gombiformis Pomel.

3.2.2. Détermination du rendement
Le pourcentage en extrait brut aqueux a été calculé par la formule suivante :

R (%)= (M2-M1)/ M0) x100

R(%) rendement de I’extrait exprimé en %.

M2 Masse en gramme de boite pétrie plein par I’extrait.
M1 Masse en gramme de bofte pétrie vide.

MO Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

3.2.3. Evaluation de la toxicité aigué de I'extrait aqueux d’Astragalus gombiformis

Pomel.

Les essais de la toxicité aigiie permettent d’évaluer les effets toxiques qui apparaissent

dans un temps court (de 1 & 14 jours) apres 1’administration de 1’extrait.

La détermination de la DL50 a été menée chez les souris en utilisant [’essai limite a

5000 mg/kg de poids corporel (Pc) de la méthode de « I’ajustement des doses » du protocole
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425 de ’OCDE (Organisation pour Coopération et Développement Economique, Guideline-
425, adopté le 03 octobre, 2008).

L’essai limite a 5000 mg/kg de poids corporel a été réalisé apres 1’essai préliminaire a

2000 mg/kg de poids corporel.

Avant 1’administration de 1’extrait aqueux, 1 souris a été privée de nourriture mais
alimentée en eau pendant 3 heures, puis pesée. A 1’aide d’une sonde intra-gastrique, 1’extrait a

été administré en une seule dose a raison de 2 mi/100 g de poids corporel.

Aprés administration, I’animal a toujours été privé de nourriture pendant 1 heure.
Quatre (4) animaux ont éteé traités 1 a 1 a des intervalles de 48 heures et ont été observés
pendant 14 jours.

3.2.4. Etude de I’effet hépato-préventif de Dextrait aqueux d'Astragalus
gombiformis Pomel. contre la toxicité aigué induite par la doxorubicine

Le médicament anticancéreux gque nous avons utilisé pour provoquer la toxicité chez les
souris est la doxorubicine (50mg/25ml); il nous a été fourni gracieusement par 1’hopital

Hakim Saadan (Biskra).

3.2.4.1. Traitement des animaux
Pour cette étude qui a duré 15 jours, on a divisé les souris dans 4 groupes de 8 souris

chacun et qui sont tous gardé dans les mémes conditions.
e Groupe T : (control ou témoin) non traités.

e Groupe DXR : le traitement se fait par I’injection intra-péritonéale (IP) de la
doxorubicine avec une dose de 15mg/kg/jour pendant les trois derniers jours du

traitement.

e Groupe E200:le traitement se fait par I’extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel., avec une dose de 200mg/kg/jour par gavage gastrique

pendant 15 jours.

e Groupe E200+DXR : traiter par I’extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel., a la dose 200mg/kg/jour par gavage gastrique pendant 15
jours, combiner par I’injection intra-péritonéale de la doxorubicine (15

mg/kg/jour) avant les trois derniers jours du traitement.
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Figure 6. Gavage orale d'EAAg.

3.2.4.2. Sacrifice des animaux et prélévement des échantillons biologiques
Apres les différents traitements, les souris sont décapitées, le sang collecté dans des
tubes secs pour les études des parametres biochimiques et aprés la dissection le foie de chaque

souris a été prélevés pour le dosage tissulaire et pour les coupes histologiques.

2 \VE

Figure 7. Décapitation et prélevement de sang.

a. Préparation du sérum
Le sérum est préparé par la centrifugation du sang a 3000 tours/minute pendant 15
minutes puis stocké a -20°C jusqu’a I’utilisation pour 1’analyse des paramétres biochimiques

(I’aspartate aminotransférase (AST) et I’alanine aminotransférase (ALT)).

b. Préparation des échantillons pour les coupes histologiques
Pour 1’étude histologique, des échantillons du foie sont immédiatement fixés dans une
solution de formol a10%.

c. Préparation de la fraction cytosolique de tissus 10% pour le foie
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Les organes (foie) sont coupés en petits morceaux puis pesés et broyés a froid (4°C) en
utilisant 1’azote liquide avec une solution tampon phosphate 0.1M pH 7.4 a raison de 10%

plv.

L’ homogénat est centrifugé a 4000 tours /minute pendant 10 minutes a 4°C. La fraction
cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages du taux de malondialdéhyde (MDA) et

la concentration de glutathion peroxydase (GPx).

3.2.4.3. Dosage des parameétres biochimiques (AST, ALT)

Les parametres biochimiques (AST, ALT) sont déterminés par cinétique, en utilisant
des Kits du commerce (SPINREACT), sur un automate multiparamétrique (Diatron PICTUS
200) au niveau de laboratoire de biochimie, 1’hopital de gynécologie obstétrique et de
pédiatrie (Biskra).

a. Evaluation de I’activité enzymatique de I’aspartate aminotransférase (AST)

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate
oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique de I’aspartate vers
I’alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate. L’oxalacétate produit est

réduit en malate en présence de déshydrogénées (MDH) et NADH :
AST
L-Aspartate + a-Cétoglutarate — Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NAD + Ht — Malate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée par

photométrie, est proportionnelle & la concentration catalytique d’AST dans 1’échantillon testé.

b. Evaluation de I’activité enzymatique de ’alanine aminotransférase (ALT)

L’alanine aminotransférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique
pyruvique (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers 1’alpha-
cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate

en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH :
) ALT
Alanine + a-Cétoglutarate — Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NAD + H¥ — Lactate + NAD™
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La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photométriquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans

1’échantillon.
3.2.4.4. Dosage des parameétres du stress oxydant

a. Dosage des protéines tissulaire
> Principe
Le dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976) permet de déterminer des
concentrations tissulaires de protéines. C’est une méthode colorimétrique, qui utilise le bleu
de coomassie comme réactif qui s’associe au groupement amine (-NH2) des résidus
protéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue refléte
le degré d’ionisation du milieu acide et l’intensité correspond a la concentration des

protéines). L’absorption est mesurée a 595nm (Bradford, 1976).
» Mode opératoire de dosage
v' Prélever 0,1 ml de I'nomogénat.
v" Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.
v’ Agiter et laisser reposer 5 min.
v’ Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.
» Calcule de la concentration des protéines

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée. La concentration des protéines dans I’homogénat est déterminée par comparaison a

une gamme étalon BSA (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions. (Annexe 2)

b. Dosage du dialdéhyde malonique (MDA)
» Principe

La peroxydation lipidique est la dégradation membranaire des lipides surtout ceux
formés par les acides gras insaturés par les ERO. Parmi les produits généres au cours de la
peroxydation lipidique le dialdéhyde malonique (MDA) qui a une demi-vie plus longue que
celle des radicaux libres et diffuse facilement et peut donc étre considéré comme un marqueur
du stress. Le dosage de cet aldéhyde parait donc efficace pour révéler le niveau du stress

provoqué par agents toxique.
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Le dosage de I’MDA repose sur développement de la coloration rose en milieu acide et
a chaud (100°C), aprés la formation une complexe entre une molécule d’MDA et deux
molécules d’acide thiobarbiturique (TBA).
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Figure 8. Réaction du malondialdéhyde avec I'acide thiobarbiturique.

» Mode opératoire

v' Pipeter dans les tube a essai en verre et a vis 125 pl d’homogénat et 500ul des
réactifs (175ul de TBS, 125ul de TCA-BHT, 40ul de HCI (I N) et 160ul du Tris-
TBA).

v' Chauffer le mélange au bain marie & 100°C Pendant 15 minutes.

v’ Refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts

pour permettre I’évacuation des gaz formés lors de la réaction.
v' Centrifuger a 3000 tours /minutes pendant 5 minutes.
v" Lire I’absorbance du surnagent a 532 nm.
» Calcule de la concentration du MDA
La quantité du MDA dans ’échantillon est exprimée en nM/gramme de tissu (foie).

DO x 106
EXLxXXxFy

MDA (nmoles MDA/mg protéines) =

DO: densitée optique lue a 530 nm; E: Coefficient d’extinction molaire du MDA (E =
1.56x10° Mt cm™); X : Concentration en protéines (mg/ml); L: longueur du trajet optique L :

1lcm,
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Fq: facteut de dilution, Fy = (Vg; X V5)/(V; X Vi) avec Vg;: volume de prise de 1’échantillon
(250ul) ; Vg: volume prélevé du surnageant (450pl) ; V¢: volume final a I’incubation a 80 °C

(1000 pl) Vg: volume final intermédiaire a la centrifugation (1000 pl) ; ici Fg = 0,1125

c. Détermination d’activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx

> Principe

Le glutathion peroxydase catalyse la réduction de peroxyde d’hydrogéne en utilisant le
GSH comme un réducteur. L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été
mesurée par la méthode de Flohé et Glinzler (1984). Cette méthode est basé sur la réduction
de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en présence de glutathion (GSH), ce dernier est transformé

en (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H,0, + 2GSH GoM-Py GSSG + 2H,0
> Protocole
v' Prélever 0.2 ml de I'homogénat.
v" Ajouter 0.2 ml de TBS (Ph7.4).
v Mélanger et ajouter 0.4 ml GSH (0.1 mM).
v' Laisser 5 min a 25°C.
v" Initier la réaction par addition 0.2 ml de H202 (1,3 mM).
v’ Laisser réagir pendant 10 minutes a température ambiante.
v’ Stopper la réaction par addition 1 ml de TCA (1 %).
v' Centrifuger les tubes a 3000 tours /minutes pendant5 minutes.
v' Prélever 0,48 ml du surnageant.
v" Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (pH 7.4).
v Ajouter 0,32 ml de DTNB (1 mM).
v" Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
v’ Lire les densités optiques de 1’échantillon a 412 nm.

v’ Etablir un tube blanc subit le méme protocole et dépourvu de I’homogénat (source

d’enzyme).
» Calcule de I’activité enzymatique
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(DOEchantillon—DOblanc) X 0.04 X 5
DOBlanc X Xx 10

GPx (umoles GSH oxydé/min/mg de protéines) =

0,04: quantité initiale de glutathion par tube; 5 : Facteur de conversion de ’activité par

1ml ; X: Concentration de protéines (mg/ml) ; 10 : temps de la réaction en min.

3.2.4.5. Etude histo-pathologique

L’¢tude histopathologique a été effectuée dans le laboratoire d’analyse des pathologies
anatomiques, I’hopital de gynécologie obstétrique et de pédiatrie (Biskra). La technique

comporte les étapes principales:

a. La fixation des échantillons
Apres la décapitation des souris, les ceeurs et les foies ont été rapidement fixés dans le
formaldéhyde 10% afin d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs

morphologies et entrainant leur insolubilité.

b. La déshydratation et I’éclaircissement des échantillons

Aprés avoir fixés les échantillons dans du formol (10%), on les coupes en petits
morceaux ensuite, ils sont placés dans des cassettes spéciales a parois trouées. La
déshydratation se fait en utilisant un automate (Leica TP 1020) qui fait immerger les cassettes
des échantillons dans des bains successifs d’éthanol a concentration croissante (70 %, 80
%.,90 % et 100 %), puis dans des bains de xyléne pour 1’éclaircissement des tissus et en fin
les pieces sont plongées dans des bains de paraffine liquide qui va peu a peu pénétrer les

tissus en remplacant le solvant.

C. L’inclusion des échantillons

Apres la saturation des échantillons par la paraffine liquide ils sont inclus par le
paraffine dans de petits moules a fond plat afin de construire des blocs, pour faciliter sa coupe
en utilisant ’appareil a inclusion (Leica EG 1150 C) refermant un réservoir de paraffine
maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage, et une plagque metallique refrigéree

pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.

d. La réalisation des coupes histopathologique
Apres 1’étape d’inclusion, Les blocs de paraffine sont coupés en tranches minces grace a

un microtome (Leica RM2235). Les coupes sont étalées a la surface d'un bain chaud (Leica,

Allemande) a 40°C pour deparaffiner les coupes puis déposées sur des lames en verre. Les

lames sont ensuite placées dans 1’étuve a 75°C pendant environ 1 heure pour sécher.
e. La coloration
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Les coupes sont colorées par 1’utilisation de la technique a I’Hématoxyline-Eosine selon

les étapes suivantes:

-Le déparaffinage : I’enlévement de la paraffine du tissu pour que les colorants puissent

le pénétrer. Le réactif le plus utilisé est le xyléne.

-L'hydratation : par I’utilisation de 1’¢thanol, et on termine I'hydratation par 1’cau

courante.

-Coloration : Hématoxyline (noyau couleur bleue), Eosine (cytoplasme couleur rose).

Entre les colorants on fait un lavage par I'eau.
-La déshydratation : avec 1’éthanol.
-L’éclaircissement : par I’utilisation de xylene.

f. Le montage

L’opération qui consiste a fixer, a I’aide d’une substance appropriée, une lamelle de
verre sur des échantillons histologiques aprés la coloration coller lame et lamelle avec le
eukit.

La lecture des lames a été réalisée par Dr. MANSAR R., un médecin spécialiste en
anatomie pathologique -Biskra-. En premier temps aux faibles grossissements en utilisant
impérativement des objectifs plans pour avoir une bonne vue d'ensemble des tissus, les
grossissements finaux (x40) sont nettement plus importants. Des captures de quelques
observations microscopiques ont ¢été réalisées a 1’aide d’un appareil photos (caméra

téléphone).

3.2.4.6. Analyse statistique des résultats
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart type. L’évaluation
statistique est effectuée en utilisant le test ANOVA a un seul critere suivie par le test Post Hoc

Tukey et les résultats sont menés par le logiciel Statistica 8.0.
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4.1. Résultats

4.1.1 Le rendement d’extraction

Le rendement obtenue de I’extrait aqueux est de 26.58 %, a été déterminé par rapport a

la matiere végétale séche (la partie aérienne de 1’Astragalus gombiformis Pomel.) qui est

présenté dans la Figure 9.

% Rendement
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Figure9. Rendement de I'extrait aqueux brut (%) de la plante Astragalus gombiformis Pomel.

4.1.2 Evaluation de la toxicité aigué de I'extrait aqueux d’Astragalus gombiformis

Pomel.

Tableau 2. Mortalité apres le traitement par les deux doses 2 et 5g/Kg Pc d'extrait aqueux

d'Astragalus gombiformis Pomel.

Dose (mg/kg) Mortalité Latence de mortalité
0 0/5 0
2000 0/5 0
5000 0/5 0
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Tableau 3.Symptémes de la toxicité aigué suivie lors de I’étude
symptdmes Lot témoin Lots traités(2g/kg et 5g/kg Pc)
4h 48h 4h 48h
Peau et fourrure Normal Normal Normal Normal
Yeux Normal Normal Normal Normal
Mugueuse Normal Normal Normal Normal
Comportement anormaux / / / /
Salivation Normal Normal Normal Normal
Léthargie / / / /
Somnolence / / / /
Diarrhé / / / /
L’étude de la toxicité aigué de I’extrait aqueux d'Astragalus gombiformis

Pomel. (EAAQ) chez les souris méles de la souche Swiss albinos a montré que ’EAAg
administré par voie orale aux doses de 2000 et 5000 mg/kg Pc, ne provoque aucun cas de

mortalité et autant plus qu’aucun signe (symptomes) de toxicité n’ait été observer pendant les

14 jours suivis apres 1'administration de 1’extrait par une dose orale.

IS
o
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=
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Poids corporel (g)
S

5g/kg Pc
2g/kg Pc

ler jour 7éme jour

14eme jour

Figure 10.Variation de poids corporel (Pc) en g chez les souris témoins et souris traités par
I’extrait aqueux d 'Astragalus gombiformis Pomel.

Les valeurs sont exprimées en Moyenne +Ecart. Moyen, n=5 (p > 0.05)
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La figure montre que I’évaluation de la variation du poids corporel pendant deux
semaines au cours de I'essai de la toxicité aigué par I'extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel. qu'il y a une augmentation du poids pour tous les groupes et il n’a révélé

aucune variation significative de poids par rapport aux témoins (p>0,05).

4.1.3. Etude de I’effet hépato-préventif de ’extrait aqueux d'Asragalus gombiformis
Pomel. contre la toxicité aigué induite par la doxorubicine

4.1.3.1. Changement de poids corporel

Tableau 4. Changements du poids corporel de groupe T, E200, DXR et préventif

(E200+DXR)
Parametre Témoins DXR E200mg/kg/Pc = E200mg/kg/Pc +DXR
Poids initial(g)  29,54+0,35  29,55+0,38 28,70+0,48 30,65+0,61
Poids final(g) 31,4+0,7 27,92+0,66 29,51+0,84 30,18+0,69
Variation du +1,86+0.35  -1,63+0.28 +0,81+0.36 -0,47+0.08

poids (g)

Le tableau 4 montre qu’il y a une augmentation de poids corporel a été constatée chez
les animaux du groupe témoin par 1.86 g et le groupe traité par EAAg par 0.81g; tandis que
les deux groupes DXR et E200+D ont marqué une diminution (1.63 et 0.8 g), respectivement.
Néanmoins la perte du poids chez le groupe préventive était moins considérable par rapport
au groupe DXR.

4.1.3.2 L’effet des différents traitements sur les marqueurs biochimiques
a. Dosage de activité de PALT

ALT(UI/L)
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Figure 11. Effet de la doxorubicine (15 mg/kg i.p) et I’extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel. (200mg/kg) sur I’activité enzymatique de I’ALT. (P <0,01), n=8
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Les résultats de la figure, ci-dessus montrent que 1’administration de la doxorubicine
(15mg/kg) provoque une augmentation hautement significative de la teneur plasmatique de
I’enzyme ALT chez le groupe DXR (476,76 + 12,18 UI/I) comparés aux souris du groupe T
(44,63 = 1,85 UI/). Tandis que il n’y a pas de différence significative de D’activité
enzymatique de I’ALT chez le groupe E200 (50,50 + 5,13 Ul/l) parallele au témoin.
Cependant ’activité de I’ALT le groupe E200+DXR (243,76 + 40,78 Ul/lI) a montré une
diminution hautement significative comparés au groupe DXR.

b. Dosage de I’activité de ’AST

AST(UI/L)
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Figure 12. Effet de la doxorubicine (15mg/kg i.p) et I'extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel. (200mg/kg) sur 'activité enzymatique d’AST. (P <0,001), n=8.

Sur la figure ci-dessus on constate une augmentation hautement significative du
niveau plasmatique d’AST chez le groupes DXR par rapport le groupe T (685,62 + 12,66 et
225,69 + 11,99 Ul/ml), respectivement. Par ailleurs, le groupe E200+DXR a montré une
diminution significative de la teneur plasmatique de 1’enzyme (419,18 + 54,16 Ul/ml)
comparés au groupe DXR. Par contre, I’activit¢ d’AST augmente d’une fagon non

significative chez les souris du groupe E200 (307,45 £ 51,03 Ul/ml) par rapport au groupe T.
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4.1.3.3. L’effet des différents traitements sur le statut oxydant
a. L’effet sur la peroxydation lipidique (taux d’MDA) du foie

MDA(nmoles MDA /mg de proteines)
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Figure 13. Effet de la doxorubicine (15 mg/kg i.p) et ’extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel. (200mg/kg) sur la concentration hépatique en MDA. (P < 0,001), n=8.

Les présents résultats montrent une augmentation hautement significative du taux du

MDA chez le groupe DXR (4,828 + 0,578 nmoles MDA/mg protéines) par rapport au

groupe T (0,866 + 0,155nmolesMDA/mgprotéines). En effet, nous constatons que le taux

de MDA ¢était significativement diminué chez

0,505nmolesMDA/mg protéines).

Paralléle au

le groupe E200+DXR (1,491 +

DXR (4,828 =

0,578 nmoles MDA /mg protéines). Toutefois, le taux du MDA diminue d’une fagon non

significative chez le groupe E200 (0,306 * 0,126nmolesMDA/mg protéines) par rapport au

lot témoin. Par contre, nous avons remarqué une augmentation de taux du MDA chez les

animaux prétraités par I’extrait aqueux (200 mg/kg) par rapport au groupe T, mais d’une

maniere non significative.
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b. L’effet sur Pactivité de la GPx du foie

GPx (umolGSHoxydé /min/mg de protéines)
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Figure 14. Effet de la doxorubicine (15 mg/kg i.p) et I’extrait aqueux de la plante Astragalus
gombiformis Pomel. (200mg/kg) sur I’activité de la GPx dans le foie. (P < 0,001), n=8.

Le dosage de I’activité de GPx a montré qu’il a subi une baisse significatif au niveau
du foie, chez le groupe DXR (0,040 + 0,002 umoles GSH oxydé/min/mg de protéines) par
rapport le groupe T (0,073 £ 0,004pumoles GSH oxydé/min/mg de protéines). Alors que le
traitement des souris avec l’extrait aqueux (200 mg/kg) a augmenté de facon hautement
significative le taux de GPx (0,158 + 0,008umoles GSH oxydé/min/mg de protéines) au
niveau du foie par rapport au groupe témoin. Cependant le tissu hépatique du groupe
E200+DXR a montré une augmentation hautement significative de la concentration du GPx

(0,111 £ 0,008umoles GSH oxydé/min/mg de protéines) comparés au groupe DXR.
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4.1.3.4. Analyse histologique
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Figure 15. Coupes histologiques du tissu hépatique de groupe T. Coloration hématoxyline
éosine A (Gx10) et B (Gx40).

VC : veine centrolobulaire ; H : hépatocyte ; N : noyaux

Figure 16. Coupes I’histologique du tissu hépatique de groupe DXR. Coloration
hématoxyline éosine A (Gx10) et B (Gx40).

CV : congestion vasculaire au niveau de la veine centrolobulaire; DV : dilatation veineuse ; BN : bi-nucléation;

V : vacuolisation

29



Chapitre 4 Résultats et discussions

Figure 17. Coupes histologique du tissue du foie de groupe E200.Coloration hématoxyline
éosine A (G x10)

CV : congestion vasculaire au niveau veine de la centrolobulaire

Figure 18. Coupes histologique du tissue hépatique de groupe E200+DXR.
Coloration hématoxyline éosine A (Gx10) B (Gx40).

V : vacuolisation

Les coupes histologiques du foie des souris de groupe témoin non traité apparaitre sans
modification ou la forme structurelle normale du foie. C’est-a-dire, [’architecture du
parenchyme hépatique est conservée. L’hépatocyte de cytologie normale qui fait d’un
cytoplasme éosinophile avec un noyau centrale et se disposant de facon radicalaire aux
pourtours de la veine centrolobulaire. Toutefois les résultats obtenus du groupe traité par la
doxorubicine (15mg/kg) présentent un changement morphologique au niveau du foie. On
constate la présence d’une dilatation veineuse avec une congestion vasculaire franche au
niveau de la veine centrolobulaire, des signes de souffrance hépatocytaire notamment

plusieurs vacuolisations cytoplasmiques (V) et la bi-nucléation des noyaux.
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L’aspect morphologique du tissu hépatique du groupe E200+DXR a marqué une légere
correction par rapport au tissu hépatique du groupe DXR. Ou on observe une atténuation de la
congestion vasculaire au niveau de la veine centrolobulaire, une conservation de 1’architecture

et de la cytologie.

Alors que D’architecture de parenchyme hépatique des souries traités par 1’extrait
aqueux de la plante Astragalus gombiformis Pomel. apparait avec un aspect sensiblement

normal.

4.2. Discussion
L’étude menée par Boussahel (2010) a montré que I’extrait aqueux de la plante Retama

sphaerocarpa a un rendement de 18.68 % inférieur a celui présentés pour ’EAAg (26,58%).

D’une maniére générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante
a autre de la méme famille mais également en fonction des conditions environnementales,
climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs génétiques et les conditions

expérimentales.

Pour I’extrait aqueux d’Astragalus gombiformis Pomel., la DL50 est déterminé par la

méthode décrite dans la Ligne Directrice Européenne de ’OCDE code 425.

Dans ce travaille aucun signe de toxicité ou de mortalité n’a été observé pendant les 14
jours qui ont suivi I’administration orale de I’extrait de la plante Astragalus gombiformis

Pomel. avec les dose d’étude (2g/kg et Sg/kg)

D’aprés Hodge et Sterner (1949), 1’échelle de toxicité d’une substance chimique en
fonction de la DL50 chez les souris de laboratoire, et dont laquelle une DL50 orale > 5000
mg/kg (5000 < DL50 < 15000 mg/kg) signifie une substance presque non toxique (Etame et
al., 2017), donc on s’apercoit que notre extrait aqueux de la plante Astragalus gombiformis

Pomel. presque non toxique.

Notre résultats sont en bon accord avec autres travaux sur les étude de toxicité des
extraits aqueux de la famille de fabaceae (Lebri et al., 2015; Dongmo et al., 2019). De plus
I’évaluation de la toxicité sur le poids corporel pendant deux semaines n’a révélé
aucune variation significative par rapport aux témoins, des autres études sont en accord avec

les résultats présents (Ugbogu et al., 2016).

L'administration d’une seule dose de 15 mg / kg de doxorubicine a induit des signes de

toxicité générale, et un déficit pondéral significatif. On sait que les anticancéreux tels que la
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doxorubicine et la daunorubicine provoguent une perte pondérale (Kavutcu et al., 1996;
Kalender et al., 2001).

La réduction de poids corporel du groupe traité par la doxorubicine par rapport au

groupe témoins est utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’¢tat de santé générale

des souris (Djeffal, 2014).

Les résultats obtenus corroborent les travaux de (RaSkovi¢, 2001) sur la toxicité

provoquée par la doxorubicine et I’effet préventif d’une plante.

La toxicité hépatique induite par les médicaments peut revétir tous les aspects de la
pathologie hépatique aigué et chroniques (Nadir et al., 2004; Hussaini, 2007; Biour, 2011).
Pendant le traitement avec la doxorubicine, le foie regoit, accumule et métabolise des
concentrations élevées de ce médicament. Par conséquent, il est prévisible que le foie est I'un

des organes les plus affectés par le traitement avec la doxorubicine.

Afin d’évaluer I’hépatotoxicité engendrée par la doxorubicine sur des souris, le
médicament est administré a une dose unique de 15mg/kg par voie intra péritoneale pour
assurer une toxicité aigué (Durak et al., 1998; Mohan et al., 2011).

Le dosage des transaminases sériques est I'une des prescriptions biologiques les plus
fréquentes, en raison des informations diagnostiques qu’il peut fournir dans des circonstances
cliniques trés variées (Green et Flamm, 2002). En effet, une lésion des hépatocytes modifie
leur fonction de transport et leur perméabilité membranaire, ce qui conduit une fuite des
enzymes des cellules donc a la diminution des taux d'ALT et d'AST a I’intérieure des cellules
et & I’augmentation de ces taux dans le serum (Mohan et al., 2011). 1l a été constaté que la
doxorubicine provoque une perturbation du métabolisme basal en montrant un effet toxique,

en particulier dans le foie (Amandeep et al., 2012).

Dans la présente étude les résultats ont révélé une augmentation hautement significative
de ’activité enzymatique de I’ALT et ’AST chez les souris traités par la doxorubicine (15
mg/kg) comparé avec le lot témoin. Alors que les taux de (ALT et AST) chez le groupe (E200
+DXR) ont révélé une diminution significative par rapport au lot traité par la doxorubicine.
Nos résultats sonten bon accord avec ceux rapportés précédemment (Bagachi et al., 1995;
Mohan et al., 2011; Ras"kovic'et al., 2011).

Le stress oxydant est le mécanisme par lequel la doxorubicine provoque une toxicité
(Sou et al., 2017) qui est généralement médiée par la production des radicaux libres (Beshay
etal., 2011).
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Dans le cas d’une toxicité rénale, hépatique et cardiaque, les radicaux libres causent la
peroxydation lipidiqgue qui conduisant a la dégradation oxydative des acides gras
polyinsaturés des membranes et la génération des aldéhydes réactifs comme le
malondialdéhyde (MDA) qui est cytotoxique et peut donc étre considéré comme bio-

marqueur principal du stress oxydant (Favier, 2003; Milane, 2004; Mazunder et al., 2005).

En effet, la peroxydation lipidique peut refléter le degré du stress oxydant qui affecte
ces trois organes (Kakkar et al., 1997).

Le résultat de groupe traité par la doxorubicine a révélé une augmentation hautement
significative du niveau de I'MDA par rapport au groupe témoin normale et cela peut étre un
indicateur des dommages au niveau des tissus hépatiques. Le groupe (E200+DXR) a révélé
une diminution significative du taux de MDA, ces résultats prouvés ’effet préventif de
I’extrait sur la peroxydation lipidique par sa propriété anti radicalaire et captation des radicaux
libres. Cela est contrairement au taux du GPx du foie qui a subi une diminution significative
et qui peut étre un signe d’excés des radicaux libres produits par la doxorubicine.
L’augmentation de la peroxydation lipidique affaibli le fonctionnement des membranes par la
baisse de la fluidité membranaire et par la diminution de 1’activité des enzymes ainsi que des

récepteurs liés aux membranes (Kuka et al., 2012).

En outre, le pouvoir chémioprotecteur de I’extrait aqueux de notre plante peut étre di a
l'augmentation du statut antioxydant, car 1’extrait de la plante a présenté une augmentation
de la concentration du GPx par rapport aux groupes témoins, ou & la richesse de I’extrait de
plante par les polyphénols totaux et les flavonoides de /’Astragalus gombiformis Tunisien
(Tayeb et al., 2012). Les extraits des plantes connus pour leur propriétés anti-radicalaire ou
bien a la captation des molécules du MDA par les métabolites secondaires de I’extrait
(Lahouel et al., 2004; Al-Snafi, 2005).

Les résultats de cette présente étude suggeérent que I’extrait aqueux d’Astragalus
gombiformis Pomel. a pu protégé le tissu hépatique contre le stress oxydant et I'action
cytotoxique induite par le médicament et maintient 1’équilibre du systéme redox intra-
hépatocytaire par inhibition de la peroxydation lipidique et le piégeage des radicaux libres, ce

qui protége contre les altérations pathologiques causées par ces derniers.

Autres études (Saad et al., 2001; Kalender et al.,2005; Raskovic’et al., 2011; Mohan et
al., 2011), sur des rats méales qui ont subis une toxicité par la doxorubicine a provoqué une

augmentation significative du taux d’MDA.
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Chapitre 4 Résultats et discussions

Zolfagharzadeh et Valiollah montrent (2013) que 1’administration de la doxorubicine
augmente le taux d’MDA et diminue le taux de ’activit¢ d’enzyme antioxydant GPX au

niveau du foie.

Afin de confirmer les résultats des dosages plasmatiques et tissulaires des biomarqueurs
de la toxicité hépatique de la doxorubicine. Une étude hépato-histologique a été réalisé pour
les quatre groupes. Les résultats ont montré que 1’administration de la doxorubicine en une
dose unique aux souris a provoqué des altérations sévéres accompagnées par des changements
histologiques. En effet, ces derniers se manifestent par une congestion vasculaire au niveau de
la veine centrolobulaire et des signes de souffrance hépatocytaire  notamment les

vacuolisations cytoplasmiques et la bi-nucléation des noyaux.

Par contre le prétraitement par ’EAAg a pu diminuer les lésions remarquables chez les

souris traitées par la doxorubicine seule.

Les résultats obtenus sont conformes avec les recherches de (Raskovi¢ et al., 2011; Sakr

et Abo-El-Yazid, 2011;Summya et al., 2013).
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Conclusion

Conclusion

Astragalus gombiformis Pomel. est une plante médicinale spontanée ; ayant révelé des
pouvoirs antioxydants, antibactérien liés a sa richesse en différentes métabolites secondaires,

notamment les flavonoides et les Polyphénols.

L’extrait de la plante administré par voie orale avec les doses 2 et 5 g/kg de Pc. Tous
les animaux en survécu a I’issue des 14 jours d’observation, ce qui implique que la DL50 est

supérieure a 5g/kg de Pc.

La doxorubicine non seulement un médicament anticancéreux utilisé en chimiothérapie,
mais aussi est un agent producteur des radicaux libres dans le tissu hépatique qui sont

susceptible de provoquer une toxicite.

Les plantes médicinale sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médical. Notre travail est proposé afin
d’étudier I’effet protecteur de I’extrait aqueux d’Astragalus gombiformis Pomel. contre
I’hépatotoxicité induite par la doxorubicine. D’apreés les résultats obtenus; on constate que la
doxorubicine a provoqué une hépatotoxicité chez des souris males par injection
intrapéritonéal a une dose de 15 mg/kg. Les résultats des dosages biochimiques des
transaminases (ALT et AST) et I’évaluation du (MDA et GPx) ont révélé une amélioration
significative sur le plan biochimique ainsi que le hépato-tissulaire. D’autre part, les résultats
de I’étude histologique montrent clairement que le prétraitement par 1’extrait a pu minimiser

les dommages hépato-tissulaire provoqué par la doxorubicine.

En conclusion, I’ensemble de nos travaux a permis de mettre 1’accent sur I’effet
préventif de I’extrait d’Astragalus gombiformis Pomel. contre 1’hépatotoxicité provoqué par

la doxorubicine

Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu’une
premiére étape dans la recherche des substances d'origine naturelle biologiquement active,
donc, de nombreuse perspective expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des

études plus approfondies nécessaires concluant plusieurs points a savoir:

-1l serait souhaitable de developper cette étude en mesurant d’autres paramétres du

statut antioxydant (SOD, catalase,...).

-L’identification et la caractérisation des extraits montrant 1’intérét pharmacologique en

vue d’une application thérapeutique.
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Annexe 1 : Les réactifs pour stress oxydatif
Le réactif utilisé pour préparation du tampon phosphate 0.1M pH 7.4

e Phosphate sodique monobasique.
e Phosphate sodique dibasique.
e L’cau distillée.

Les réactifs de dosage d’activité de GPx

e Solution du GSH —Glutathion 0.1mM.

Solution TBS-Tris-buffered saline 50 mM, NaCL (150 mM).
H202(Le peroxyde d’hydrogéne) 1.3mM.

Solution TCA-Trichloracétique acide 1%

DTNB (2.6-Di-tert-butyl-4-methylphenol) 1ImM.

Les réactifs de dosage de MDA

e Solution TBS-Tris-buffered saline 50 mM, NaCL (150 mM).

e TCA-BHT (Trichloracétique acide- L'hydroxy toluéne butyle) TCA 20% et BHT 1%.

e HCL 0.6M.

e Tris-TBA (2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol)-Tris base 26mM/L et TBA
120 mM/L.

Annexe 2 : Dosage des protéines

Gamme étalonnage du dosage des protéines :

y =0,0089x + 0,8319

R2?=0,9892
1,60 -

1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

Absorbation a 595

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[BSA]mg/ml




Résultats de dosage des protéines

[ECH lBlan DO ech DO F Clpgiml) Cimgiml) Poid dor 13_d|ssoul C prolf‘lgjmglmll
TFS 0,141 1183 1,042 1000 948,528 0,343 1860 1935484 3672
TF6 0,107 1,354 1247 1000 1153 528 1154 1400 2571429 5,931
TFT. 0,097 1212 115 1000 1021528 1022 1,300 2763231 5,660
TF8 0,037 151 141 1000 1320.528 1321 1300 2736231 7.316
DFS 0,008 1,175 1076 1000 982528 03983 1230 2730638 5,024

DFE 0,307 1,038 0,731 1000 637,528 0,638 1120 3214,286 4,973

OF7 0,201 1,017 0,726 300 124,328 0,124 1370 2627737 0,687
OF8 0,115 1,018 0,903 1000 809528 0,810 0,300 4000,000 6,474
E200F1G 0,202 1,25 1,148 000 1054528 1055 1650 2181818 4600
E200FaG 0,102 1,095 0,994 1000 900,528 0,301 1,560 2307632 4,156
E200F5G 0,103 tos4 0341 1000 847528 0848 1450 24827539 4,207
| E200+DF5G. 0,101 0,853 0,852 1000 758,528 0,759 0,800 4500,000 6.827
EZ00+DF7G 0,12 1,208 1,083 1000 995,528 0,996 1,310 2748.092 5473
E200+DFBG 0,122 0,857 0,835 1000 741528 0,742 1,300 2769,231 4,105

Annexe 03 Analyse statistique

ANOVA a un seul critere des parameétres biochimiques du Foie : GTO et GTP

=== e @ | 3 c= | @k Addto Workbook - Add to Report - Add to MS Word - 2.3, | &5 R? .
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2 TUKEY GTO GTP Univariate Results for Each DV (Spreads NOUR)
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Gl AMNOVA R Effective hypothesis decomposition
i Degr. of GTO GTO GTO GTP GTP
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1) 535708 5357083 1453 731 0.000000| 1361250 1748.816
ﬁ 963533 S21178]  Br.157] 0.000000] 1044933 447,480
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Annexe 4 : Les étapes utilisées dans I’étude histologique

La circulation automatique

Inclusion du tissu a I’aide de cassette

Les coupes au microtome




Les étapes de la coloration
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échantillons

La lecture microscopique










GOT (AST
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NADH. Cinétique UV. IFCC rec.

Détermination quantitative d’aspartate amino transférase
GOT (AST)
IVD

Conserver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase
glutamate oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’'un groupe
animique de I'aspartate vers I'alpha-cétoglutarate a formation de glutamate
et d’'oxalacétate. L'oxalacétate produit est réduit en malate en présence de
déshydrogénées (MDH) et NADH:

Aspartate+ a-Cétoglutarate & Glutamate + Oxalacétate

Oxalacétate + NADH + H* —YPH_ Malate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photo numériquement, est proportionnelle & la concentration catalytique
d’AST dans I'échantillon?.

SIGNIFICATION CLINIQUE

L’AST est une enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantités
dans les muscles du coeur, les cellules du foie, les cellules du muscle
squelettique et en plus faibles quantités dans les autres tissus.

Bien qu’un niveau élevé d’AST dans le sérum ne soit pas caractéristique
d’'une maladie hépatique, elle s’emploie principalement pour les diagnostics
et le suivi, avec d’autres enzymes telles que I'ALT et 'ALP. Elle s’utilise
également dans le cadre du contréle post-infarctus, chez les patients
souffrant de troubles musculaires du squelette et dans certains autres cas®
4,5

Le diagnostic clinique doit étre réalisé en prenant en compte les données
cliniques et les données de laboratoire.

REACTIFS
R1 TRIS pH 7,8 80 mmol/L
Tampon L-aspartate 200 mmol/L
NADH 0,18 mmol/L
R 2 Lactate déshydrogéné (LDH) 800 U/L
Substrats Malate déshydrogénisé (MDH) 600 U/L
o-cétoglutarate 12 mmol/L

PREPARATION

Réactif de travail (RT):

Réf: 1001160 Dissoudre (— ) une tablette de substrats R2 dans une dose
(ampoule) R1.

Réf: 1001161 Dissoudre (— ) une tablette de substrats R2 dans 15 mL de
R1.

Réf: 1001162 Dissoudre (— ) une tablette de substrats de R2 dans 50 mL
de R1L.

Refermer et mélanger doucement, jusqu’a ce que le contenu soit
totalement dissout.

Stabilité: 21 jours & 2-8°C ou 72 heures a température ambiante (15-25°C).

CONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette, et si les flacons sont maintenus hermétiquement
fermés a 2-8°C, a 'abri de la lumiére et des sources de contamination.

Ne pas utiliser les réactifs en dehors de la date indiquée.

Ne pas utiliser les tablettes si elles sont fragmentées.

Indices de détérioration des réactifs:

- Présence de particules et turbidité.

- Absorbation du blanc & 340 nm < 1,00.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

- Spectrophotomeétre ou analyseur pour les lectures a 340 nm.
- Bain thermostable a 25°C, 30°C 6 37°C (+ 0,1°C)

- Cuvettes de 1,0 cm d’éclairage.

- Equipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasmal. Stabilité de I'échantillon: 7 jours & 2-8°C.
PROCEDURE
1.  Conditions de test:
Longueur dondes: . ... ...t 340 nm
CuVette:. . .. 1 cm d’éclairage
Température . .. ...t 25°C/30°C/37°C
2. Régler le spectrophotométre sur zéro en fonction de I'eau distillée ou
air.
3.  Pipetter dans une cuvette:
RT (mL) 1,0
Echantillon (uL) 100

4.  Mélanger et incuber pendant 1 minute

5. Lire 'absorbation (A) initiale de I'échantillon, mettre en route le chronometre et
lire 'absorbation a chaque minute pendant 3 minutes.
6. Calculer la moyenne de 'augmentation d’absorbation par minute (AA/min).

CALCULS

AA/min x 1750 = U/L de AST
Unités: L'unité internationale (Ul) correspond a la quantité d’enzymes qui converti
1 umol de substrats par minute, dans des conditions standard. La concentration
est exprimée en unité/litre (U/L).
Facteurs de conversion de températures
Les résultats peuvent se transformer a d’autres températures, en multipliant par:

Température Facteur de conversion a
de mesure 25°C 30°C 37°C
25°C 1,00 1,37 2,08
30°C 0,73 1,00 1,54
37°C 0,48 0,65 1,00

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d’analyser conjointement les échantillons de sérum dont les valeurs
ont été contrélées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120 et
1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser I'instrument,
les réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contrdle de qualité et déterminer
les mesures correctives & mettre en place dans le cas ou les vérifications ne
correspondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE!

25°C 30°C 37°C
Hommes Jusqu'a 19 U/L 26 U/L 38 UL
Femmes Jusqu'a 16 U/L 22 U/L 31 UL

Ces valeurs sont données a titre d'information. Il est conseillé a chaque laboratoire
de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis la limite de détection 0 U/L jusqu'a la limite de
linéarité 360 U/L.

Si la concentration de I'échantillon est supérieure a la limite de linéarité diluer 1/10
avec du CINa 9 g/L et multiplier le résultat final par 10.

Précision:
Intra-série (n=20) Inter-série (n= 20)
Moyenne (U/L) 55,5 165 55,0 162
SD 1,30 3,44 0,92 2,52
CV (%) 2,35 2,07 1,68 1,55

Sensibilité analytique: 1 U/L = 0,00051 AA /min

Exactitude: Les réactifs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences
systématiques significatives lorsqu'on les compare a dautres réactifs
commerciaux (X).

Les résultats obtenus avec 50 échantillons ont été les suivants:

Coefficient de corrélation (r)% 0,98277.

Equation de la Coubre de régression: y= 0,9259x - 5,1685.

Les caractéristiques de la méthode peuvent varier suivant I'analyseur employé.

INTERFERENCES

Les anticoagulants a utilisation courante tels que I'héparine, 'lEDTA oxalate ou le
fluorure n’ont aucune incidence sur les résultats. L’hémolyse interfere avec les
résultats®.

Différentes drogues ont été décrites ainsi que d’autres substances qui interférent
dans la détermination de I'AST? 3,

REMARQUES
SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I’application de ce réactif
dans différents analyseurs.
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PRESENTATION

Ref: 1001160
Ref: 1001161
Ref: 1001162

R1:20x 2mL,R2:20 - 2mL
R1:1x 150 mL, R2: 10 —» 15mL
R1: 10 x50 mL, R2: 10 — 50 mL
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Résumé

L’objectif principal de cette étude est 1’évaluation de 1’effet préventif de la plante médicinale
Astragalus gombiformis Pomel.sur la toxicité hépatique induite par la doxorubicine, apres avoir confirmé
qu’il est sans effet toxique (DL50 supéricure 5g/Kg de poids corporel). Les souris de souche Swiss
albinos ont été soumises a un traitement oral de I'extrait agueux (2g/kg Pc) contre I'hépatotoxicité induite
par une injection intrapéritonéale unique de doxorubicine (15 mg/kg). L'hépatotoxicité a été évaluée en
mesurant le taux sérique (AST et ALT), les activités des enzymes antioxydants (GPx et MDA) et des
¢tudes histologiques. D’apres les résultats, on constate que EAAg (200mg/kg Pc) peut protéger le foie
contre la toxicité provoqué par la doxorubicine en augmentant le niveau des enzymes antioxydants GPX,
et ’inhibition de la peroxydation lipidique ce qui empéche la libération des transaminases dans le sang.

Ces résultats ont été confirmés par les études histologiques.

Mots clés : Astragalus gombiformis Pomel. , doxorubicine, hépatotoxicité, stress oxydant

Abstract

The main objective of this study was evaluating in vivo the preventive effect of the aqueous
extract of the plant Astragalus gombiformis Pomel. against the hepatotoxicity induced by doxorubicin
,after confirming that it has not toxic effect (LD50 greater than 5g /Kg of body weight ). Swiss albinos
mouses were subjected to oral treatment by gavages with the aqueous extract (2g / kg Pc) against
hepatotoxicity induced by single intra-peritoneal injection of doxorubicine (15 mg/kg).Hepatotoxicity
was assessed by measuring the level of serum (AST, ALT), the activities of antioxidants enzymes (GPx
and the level of MDA) and histological study. According to the results, it appears that the aqueous
extract of Astragalus gombiformis Pomel. (200mg/kg Pc) can protect the liver against the acute toxicity
of doxorubicin by increasing the level of antioxidant enzymes GPx and the inhibition of lipid
peroxidation which prevents the release of transaminases in the blood. These results have been

confirmed by histological studies.

Keywords: Astragalus gombiformis Pomel., doxorubicine, hepatotoxicity, oxidative stress



