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Introduction générale

Introduction générale

Le cancer est une pathologie interne des cellules. Contrairement & de nombreuses
maladies causées par le développement de nos agents externes (virus, bactéries, parasites)
dans l'organisme, le cancer est causé par certaines de nos propres cellules qui perdent leur
capacité a controler leur prolifération et tentent d'éviter les mécanismes de surveillance
(Gunzburg, 2000).

Les médicaments anticancéreux forment une grande famille, divisée en plusieurs
catégories de traitement. Ils sont tous caractérises par leur mecanisme d'action, la toxicité plus
les effets néfastes qu'ils provoquent. En effet, bien que la chimiothérapie anticancéreuse
empéche la croissance et la reproduction des cellules cancéreuses, elle attaque également les

cellules saines causant des dommages extrémes au corps humain.

D'une cure a l'autre, les effets toxiques de la chimiothérapie varient d'une personne a
l'autre en fonction du médicament utilisé et de la posologie. lls ne sont pas toujours
systématiques. Ces troubles peuvent étre limitées ou évitées par la prévention ou le traitement

médical et des conseils pratiques (Carol, 2017).

. La doxorubicine (DOX) est le médicament anticancéreux de premiére génération de la
famille des anthracyclines. Les effets antitumoraux comprennent des mécanismes liés aux
dommages a I'ADN et & la production de radicaux libres. Cette molécule est largement utilisée
dans l'arsenal thérapeutique actuel, et son utilisation en chimiothérapie est assez restreinte en

raison de sa toxicité multiple (Pothier, 2010 ; Mohan et al., 2010).

Dans ce cas, de nombreuses molécules antioxydantes ont été proposees pour prévenir
ces toxicités (Du et Lou, 2008 ; Vincent et al., 2013), mais il y a encore des controverses dans
la recherche clinique. C'est pourquoi aucune substance sur le marché ne protége efficacement
les organes des effets toxiques des anthracyclines. Par conséquent, la recherche d'agents

protecteurs est le sujet d’actualité (Chaa, 2019).

Malgré la découverte de nouveaux composés en chimie de synthese, les ressources
naturelles sont toujours les principaux fournisseurs de nouveaux medicaments et de nouvelles
structures chimiques. On assiste donc a un renouvellement de la phytothérapie, notamment
pour les produits riches en polyphénols, en particulier en flavonoides, qui présentent des
propriétés antioxydantes biologiques intéressantes (Kurek-Gorecka et al., 2013 ; Georgiev et
al., 2014).



Introduction générale

Les fabacées recouvrent une des plus grandes familles de plantes a fleurs, elle comprend
730 genres et 19 400 espéces. Cette famille est constituée d'especes horticoles, qui sont
beaucoup plus récoltées pour la consommation humaine, pour usage médical ou pour usage

chimique (Wojciechowski et al., 2004).

Plus de 200 constituants, dont des saponines et des flavonoides, obtenus a partir de 46
espéces du genre Astragalus (Fabaceae) ont montré des activités anti-inflammatoires,
immunostimulantes, antioxydantes, anticancéreuses, antidiabétiques, cardioprotectrices,

hépatoprotectrices et antivirales(Li et al., 2014).

L’étude est menée sur la lumiére des résultats de trois mémoires de Master réalisés au
niveau de département de biologie Biskra 2018 -2019. L’objectif est de contribuer a
I’évaluation des trois extraits aqueux de trois Fabacées, leurs activités antioxydantes et leurs

pouvoirs cytoprotecteurs.
Afin d’atteindre cet objectif il est important de :

» Comparer les rendements des extraits aqueux d’4stragalus gombiformis Pomel.,

d’Astragalus ermophilus et d’Ononis augustissima.
» Evaluer le pouvoir toxique des extrais aqueux des trois plantes.

> Evaluer I’activité anti-oxydante et cyto-protectrice des extraits aqueux des trois

plantes in vivo.
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Chapitrel : les fabacées

Généralité sur les fabacees

Les Fabacées ou se qu’on appelle encor les légumineuses présente la plus importantes
famille dans le monde végétale (Ozenda, 1991), et dans les dicotylédones spécifiquement
(Bonnier, 1905). lls sont classés parmi les plus grands groupes de Spermaphytes avec les
Orchidacées et les Astéracees, comprenant plus de 20000 espéces cosmopolites des régions
froides a tropicales (Quezel et Santa, 1962; Gepts et al.,2005 ; Cronk et al., 2006). Elle reparti
en trois sous famille: Mimosoideae Caesalpinioideae et Papilionoideae (Faboideae), (Wink,
2013). Le genre d’Astragalus le plus important de cette famille appartient de la sous-famille
Faboideae, c’est le plus étendu chez les plantes a fleurs en générale avec 3270 especes
(Watrous et al., 2011). Aussi bien Le genre d'Ononis qui appartient a la tribu des trifolieae des
Papilionoideae, qui comprend presque 75 espéces, ces dernieres présents en fréquence dans
la région méditerranéenne, les Iles Canaries, I’Europe et dans 1’ Asie centrale (Nawasreh et al.,
2004).

Répartition géographique
les Fabaceées sont distribuées dans tout le globe terrestre. Mais ils sont bien mieux notés
en Amérique du centre et du sud. Ainsi en Afrique et en Asie. En d’autre termes, chaque sous-

famille a sa distribution spécifique (Ndayishimiye, 2011).

Alentour de 53 genres et 339 espéces des fabacées occupent une place importants en en
Algérie (Quézel et Santa, 1962; Ozenda, 1991). le temps que le genre d’ Astragalus assez bien
représenté . En effet, la flore algérienne comprend 45 taxons dont des sous espéces (Queézel et
Santa, 1962), sans oublier le genre d’Ononis qui est présent en tendance dans le nord de

Sahara Algérienne comme d’Ouargla, Ghardaia, Biskra et Bechar (Gilbert et Boutique, 1953).

Description botanique

La famille ou la superfamille des fabacées présente les plantes dicotylédones,
dialypétales, superovariées, herbacées ou arborescentes, annuelles, bisannuelles ou pérennes
(Judd et al, 2002 ; Marouf et Reynaud, 2007)., Ses fruit dite une gousse ou légume d’ou on
les appelles les léegumineuses le nom le plus connus de cette famille (Wojciechowski et al.,
2004) . le plus souvent chez les espéce de genre d’Astragalus s’agit de fruit sec, pluriloculaire
a 2 loges, déhiscente ou indéhiscente (Quézel et Santa ,1962).s’ouvre en générale a maturité
par double ouverture ventrale et dorsale (Morel, 2011).Les racines souvent pivotantes dont
des nodosités a rhizobium qui s’apparaitre si y’a un manque d’azote du sol (Dupont et

Guignard., 2007).
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Figure 1: Les partie caractéristique des plantes de famille fabacéea
(Simpson, 2010).

Généralement, ses fleurs sont hermaphrodites, réguliéres ou irréguliéres avec périanthe
double (fig.1). Elles sont inférieure a 10 mm blanches panachées de violet chez 1’espéce
d’Astragalus eremophilus (Ozonda, 2004) et jaunes, sur des pédoncules allongés et réunis en
grappes laches chez 1’espéce d’Ononis angustissima. (Gilbert et Boutique, 1953). Les
inflorescences presque toujours indéterminées parfois réduites a une fleur solitaire terminale
ou axillaire (Judd et al., 2002).

Position systématique

Selon nombreux caractéres morphologiques, les Fabacées subdivisent en trois sous-
groupes ou 3 sous familles: les Cesalpinioideae, les Mimosoideae et les Faboideae
Papilionoideae. Dans la plupart des classifications ces groupes sont considérés comme des
sous-familles, mais ils sont parfois traités en familles indépendantes (Juddet al., 2002) Le
concept Leguminosae est alors utilisé soit au niveau familial selon Engler, soit au niveau

ordinal selon Croniquist .(tab.1)
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Tableau 1: La position systématique des fabacées selon différent aproches phylogénétiques

ou morphologique (Boutaghane, 2013).

Engler Cronquist
(1887-1915) (1988)
Regne Plantae Plantae
[Fmbranchement Embryophyta |[Magnoliophyta
Sous .
I[Embranchement| Angiospermae /
Classe . .
Dicotyledonae |Magnoliopsida
Sous-classe  |Archichlamydeae]  Rosidae
Ordre Rosales Fabales
Sous-ordre | Leguminosineae
Fabaceae
Famille (=
Leguminosae |Papilionaceae)
Faboideae
Sous-famille | Mimosoideae /
Caesalpinioideae
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Chapitre2 : les métabolites secondaires et le stress oxydatif

I. Les métabolites secondaires

1. Les composés polyphénoliques

Les polyphénols semblent étre des produits chimiques aromatiques, qui sont
caractérisés par la présence d’un ou plusieurs cycles (noyaux) benzéniques directement
attachés aux groupe hydroxyle. Ce dernier existe sous forme libre ou intégré dans une autre
fonction, comme I’éther ou un I’ester (Tarascou et al., 2010), ils sont produits par deux voies
d’aromagenése ; la voie de shikimates ou acide shikimique et de la voie acétate-malonate. En
fonction de la structure chimique et du nombre de cycles aromatiques et de substances liées au
cycle, les polyphénols se répartissent en deux catégories: les polyphénols simples
(flavonoides, acides phénoliques et alcools phénoliques) complexes polyphénols ou tanins

(tanins condensés et hydrolysables Tanin (Hassan, 2018)

2. Les terpénoides et les stéroides

Ceux-ci sont le résultat de I'assemblage d'unités ramifiées a 5 carbones dérivées du 2-
méthylbutadiéne (un polymére de l'isopréne), et ces métabolites peuvent constituer la
deuxiéme classe de composés la plus importante. Comme les dérivés d'acides gras (tels que
I'acétogéne), les terpenes ont de I'acétyl CoA ou du malonyl CoA en raison de leur origine
biosynthétique. Parce qu'ils ont des propriétés qui existent encore chez les animaux, comme le
squaléne, le cholestérol, les sesquiterpenes, etc. Selon le nombre d'unités isoprene, plusieurs
types de terpenes peuvent étre distingués: monoterpénes (C10), sesquiterpenes (C15),

diterpenes (C20), ester terpenes (C25), triterpénes (C30) et tétraterpenes (40).

3. Lesalcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus
dans un systéeme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est significative. Dans ce
titre on peut distingue aussi deux autre types de ces composés: les alcaloides terpéniques ou
Les pseudo-alcaloides qui ne considérent pas comme des dérivés des acides aminés. Les

proto-alcaloides qui sont des amines simples ou I'azote hors le systéme hétérocyclique.

Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui
permet leur caractérisation aisée Les alcaloides ont, de plus, la propriété de réagir avec des
sels de métaux lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée (Krief, 2003).
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Il. Le stress oxydatif

1. Origine et définition
On appelé un stress oxydatif une circonstance anormale crée grace un déséquilibre de la
balance antioxydants/pro-oxydants, c’est le cas quand s’agit d’un déficit en agents
antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de radicaux libres, ces derniers sont
subit une production faible mais de facon permanente, résulte des dégats tissulaires a travers

les modifications oxydatives des biomo-lécules cellulaire (Favier, 2006 ; Medoui, 2018).

2. Lesradicaux libres
Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) a haute réactivité
(demi-vie courte). Il y a un ou plusieurs électrons non appariés sur la couche orbitale la plus
externe pour la stabilité (Morris et al., 1995), et le radical libre peut étre un radical libre
central d'oxygéne, d'azote ou de carbone (Fusco et al., 2007). Les radicaux libres qui
endommagent les systéemes biologiques, en particulier les radicaux libres d'oxygene libre

(RLO), sont souvent appelés «especes réactives de I'oxygene» ou «<ROS» (Rahman, 2007).

3. Conséquences cellulaires du stress oxydant

Selon la dose et le type cellulaire. Les conséquences de cette circonstance anomale se
déferent de légers stress qui peuvent provoquer une aggravation de prolifération cellulaire et
I’expression de protéines d’adhésion, des stress moyens aideront 1’apoptose, le temps que
les forts stress peuvent générer une nécrose et des stress violents corrompront la membrane
entrainant des lyses immédiates. D’autres troubles biologiques sont remarquées a la suite d’un
stress oxydant: la diminution de fluidité membranaire, fibrose tissulaire, amoindrissement
musculaire, la mort neuronale ou création des mutations. Plusieurs pathologiques encore sont
pareillement conduites: carcinogenése, dép6ts de protéines anormales, formation d’auto-

anticorps, dépdts de lipides oxydés, immunosuppression etc... (Favier, 2006).
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Chapitre3 : La doxorubicine

I. Généralité sur la doxorubicine

1. Définition et origine de la doxorubicine

La doxorubicine, ou adriamycine est un antibiotique fait partie de la famille des
anthracyclines, un médicament anti-cancéreux d’origine naturelle (isolées a partir de
bactéries Streptomyces peucetius ).En 1960 une équipe italienne des laboratoires "Farmitalia
Research "ont été faire la découvert de cet antracycline et en1974 elle été approuvée par la
Food and Drug Administration(FDA) (Kara , 2018). Leur suffixe rubicine rappelle leur
couleur rouge intense (Minotti et al., 2004 ; Mizutani et al., 2005; Kara , 2018).

2. Lastructure moléculaire

Les anthracyclines possedent une structure polyaromatique composée de 4 noyaux
aromatiques portant la complexe hydroquinone et quinone (accepteur et donneur d'électrons)
attachés a une partie glucique, la daunosamine par une liaison O-glycosidique. La structure
moléculaire des diverses anthracyclines différent par I'ajout de radicaux (Fig.02) (Mazavet,
2015).

Fraciion ghycosaming (= daunasaming|

Figure 2: la Structure moléculaire de la doxorubicine (Hande, 1998; Tsuruo et al., 2003).
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3. Pharmacocinétique de la doxorubicine

Chez la souris, la concentration de doxorubicine dans les reins, le foie et le cceur a
diminué de manicre significative de 24 heures jusqu'a atteindre environ 5 ug/ g, 4 ug/ get 1
ng / g aprés 72 heures. Selon une monographie éditée par Pfizer, la doxorubicine peut étre
rapidement éliminée du plasma du patient et se lier fermement aux tissus .L'adriamycine est
rapidement distribuée dans l'ascite, la concentration dépasse le niveau plasmatique et le taux
de liaison aux protéines plasmatiques est de 50 a 85%. L'élimination se fait principalement
par la bile et les matiéres fécales, avec 40 a 50% de médicaments inchangés et 23% de
doxorubicine. L'excrétion urinaire est minime (5 a 15% de la dose) et reste inchangée
(Mazavet ,2015).

4. Pharmacodynamique de la doxorubicine (mécanisme d’action anti-tumoral)
I’administration d'adriamycine se fait par voie intervineuse et est ¢liminée du sang
rapidement partagée a certains tissus, tels que le foie, les poumons ou le cceur. Une foie la
DOXO soit présent dans les organes cibles, elle diffuse simplement traversant le cytoplasme
cellulaire, dirigé vers le noyau (Hand, 1998). Ce médicament agirait sur les cellules

cancéreuses selon plusieurs modes d'action :

Intercaler dans la molécule d'ADN: La structure hydrocarbonée aromatique
polycyclique plate des anthracyclines leur permet d'étre placées entre deux paires de bases

d'’ADN et d'y associer des liaisons de haute affinité.

Interaction avec la topoisomérase Il: La présence de molécules d'anthracycline au
niveau de la topoisomérase Il et des complexes d’ADN peut stabiliser le clivage double brin et
inhiber I'action de I'enzyme responsable de la connexion de I'extrémité libre du brin de clivage

pour restaurer '’ADN Structure tridimensionnelle.

La formation de radicaux libres: La réduction enzymatique des anthracyclines générera
des semiquinones de radicaux libres, qui a leur tour conduisent a des groupes hydroxyles de
radicaux libres. De plus, la conjugaison du groupement hydroquinone dans la molécule

d’anthracycline (Cosima, 2002).
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Il. La toxicité de la doxorubicine

1. Expression de la toxicité

D'un modele animal a l'autre, les effets toxiques ou manifestations de toxicité provoqués
par les toxines peuvent étre tres différents. En fait, les performances de toxicité dépendent de
la quantité de toxine et de son affinité de liaison avec les enzymes, les récepteurs
cytoplasmiques, I'ADN et d'autres sites d'action. (Lauwerys, 2003). Ils sont évalués en
fonction de plusieurs parametres, dont le mode d'administration, la posologie, la mortalité
observée, les changements de poids corporel, I'histologie de certains organes (Etame et al.
2017).

2. Toxicité hépatique

L’administration d'une dose unique de doxorubicine a diminué la teneur en cytochrome
P-450 et en glutathion dans le foie du rat, et il a été démontré que des taux élevés de
glutathion protegent les hépatocytes isolés de I'induction de la doxorubicine. Les effets de la
toxicité.(Babson et al., Marchand et Renton,1981;Bagchi 1995). Différents types
d'hépatotoxicité Tous les effets toxiques généralement exprimés au niveau du foie sont classés
en hépatotoxicité. Ces crises dépendent généralement de la nature de la toxine, de la gravité
de l'intoxication et donc du type d'exposition (aigué ou chronique): stéatose, hépatite aigué
(nécrose, fibrose, cytolyse, cholestase), hépatite chronique (cirrhose hépatique) et des
dommages aux vaisseaux sanguins, aux voies biliaires et aux tumeurs (Wallace et
Meyer ,2010).

3. Toxicité cardiaque

La doxorubicine peut provoquer une cardiotoxicité irréversible de type |, caractérisée
par des lésions persistantes associées a la mort des cardiomyocytes, apercues avec une
cardiomyopathie dilatée et des modifications ultrastructurales (Mazavet ,2015), tell que la
turgescence du réticulum sarcoplasmique , un aspect vacuolaire. Une dégénérescence
cellulaire avec des myofribrilles (Cosima, 2002).Généralement cette toxicité peut survenir au
moment de l'injection ou quelques heures apres l'injection (effet aigu), la premiére année
apres la fin du traitement (effet chronique précoce) ou plusieurs années apres la fin du

traitement (effet retardé chronique) (Lipshultz, 2008).
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Matériels et méthode de travail

NB : comme mentionné auparavant a l'introduction, | étude est une contribution a la
synthese des résultats des trois mémoires de Master réalisé au niveau du de département
de biologie Biskra 2018 -2019 :
1. Evaluation de D’effet préventif d’un extrait aqueux d’Astragale sud Algérien
contre la cardiotoxicité et hépatotoxicité induite par la doxorubicine chez les souris
Swiss albinos .
2. Evaluation de I’effet préventif d’un extrait aqueux d’Astragale sud Algérien
contre la cardiotoxicité et hépatotoxicité induite par la doxorubicine chez les souris
Swiss albinos.
3. Evaluation de I’effet préventif de 1’extrait aqueux d’Ononis angustissimacontre la
cardiotoxicité et I’hepatotoxicité induite par la Doxorubicine chez les souris Swiss

albinos.

1. Préparation des animaux
Chaque étude a été réalisée sur 42 souris males de Suiss albinos, agés (2,5 a 3 mois)

pesant entre 24g a 32g provenant de I’institut Pasteur d’Alger.

Les animaux sont installés et répartis dans des cages en plastique transparentes (fig. 3).
Sachant que deux cages portent 5 souris (24-25 g) chacune correspond un groupe destiné
pour le teste de la toxicité, et regroupée de fagon homogéne les autres souris en 4 cages

chacune représente un groupe de 8 souris pour les différents traitements (fig 3).

Figure 3: Des souris blanches dans une cage transparente
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2. Préparation des extraits

Pour [D’extraction trois plantes des fabacées ont étés collecter dans la saison

d’inflorescence (début de Mars - fin d’Avril) au Biskra en 2018 : La plante d’Asragalus

gombiformis pomel de la région Elhajeb, les plantes d’Astragalus eremophilus et d’Ononis

angustissima de la région Ain ben Naoui.

Pour obtenir les extrait aqueux d’A.gomiformis.(EAAG), d’A. eremophilus (EAAE) et

d’0. angustissima (EAOA) la partie aérien de chaque plante (les feuilles, les tiges, les gousses

et les graines) a été récoltés et nettoyés, puis mis a sécher a température ambiante dans un

endroit aéré a ’ombre pour conserver les molécules sensibles a la chaleurs et a la lumiere,

puis broyées ces échantillons a 1’aide d’un broyeur électrique pour obtenant des poudre. Les

poudre ont étés conserves dans des sacs en papiers a 4C° jusqu’a I’utilisation comme le

chemin suivant est montre (fig.4).

Macération dans 700 \'\//‘léat:tgz
ml d’eau distillée g
pendant 24 h pour

EAAE
Poudre
Extrait
total
Le filtrat

Détermination
du rendement

Evaluation d’activité anti-
oxydante et cyto-protectrice

Ebullition a reflux (50C°)
pendant 30 min dans 200
ml d’eau distillée pour
EAAG et 500 ml pour
EAOA

Filtration par un papier
filtre.

Evaporation sous
pression réduite (50°C -
65°C) al’aide d’un
évaporateur
rotatif+Séchage dans
I’étuve a 45°C

Détermination
de la DLsg

Figure 4: Le protocole expérimental d'extraction des matériels végétaux.
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3. Détermination du rendement des trois extrais des fabacées
Afin de déterminer le rendement des extraits de la partie aérienne de nos espéces : A.
gombiformis Pomel., A. eremophilus et O. angustissima par rapport au poids sec de la poudre

végetale ona suive la formule suivante :
R (%)= (M2-M1)/ M0) x100
R(%0) : rendement de 1’extrait exprimé en pourcentage
M2 : Masse en gramme de boite pétrie plein par I’extrait.
M1 : Masse en gramme de boite pétrie vide.
MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

4. Evaluation de pouvoir toxique des trois extrais des fabacées

Il est nécessaire de rechercher a une éventuelle toxicité pour chaque extrait ou
substance administrée dans un traitement, et de connaitre la DL50 appropriée (Kebieche
,2009)

Pour ce la, on a testé la DL50 choisissant les doses limites2000 mg/kg et 5000 mg/kg
suivant la méthode de I’ajustement des doses selon 1’Organisation pour Coopération et
Développement Economique (OCDE). Le teste a été exécuter aprés 4 heures d’arrét de

nourriture et de boire des souris. Jusqu’a 2 h aprés le traitement.

5. Evaluation de Pactivité anti-oxydante et cyto-protectrice des trois extrais aqueux
vis-a-vis la toxicité médicamenteuse
5.1. L’agent toxique ( la doxorubicine )

La doxorubicine c’est un médicament antibiotique antracycline contenant la quinone ;
une substance important contre une large néoplasme humaine (Yagmurca et al., 2007) ,mais
ce médicament représente 1’agent toxique dans cette étude administré a 15mg/Kg Pour
provoquer une cardio /hépato-toxicité chez les souris males de souche suiss albinos, grace a
leur pouvoir cytotoxique de cet antracycline qui’est confirmé par plusieurs chercheurs
scientifiques telle que Wang et al., (2015), Nagai et al., (2015) et Mazevet(2016) .

= Concentration de ce médicament 2mg /kg.
= La masse molaire: 543.519g /mol

= Concentration dans la cellule : 0.000147mol/I
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5.2. Marquage et répartition des souris
Les animaux sont marqués individuellement par des tirées dans les queues, ils ont
gardés dans les mémes condition de laboratoire .lls doivent étre sans nourriture avant le
traitement, mais pas I'eau, et les mettre a jeun pendant la nuit. lls ont été repartis dans 4 cage

ou 4 lots chacune désigné un groupe de 8 souris soumis a un traitement ou non .

Groupe Groupe DOXO Groupe Extrait Groupe
témoin _ Des souris extrait+DOXO
Des souris ] .
‘ cratd I traite par: Des souris
Des S'OU”S dral es Ear a EAAG 3 gavés pendant
1 relglznv;nt ‘c»;c;ru |;:I|<ne 200mg/Kg pc 10 jours par
m / g'|| ,eau G mi g EAAE 3 I’extrait plus
distille. POl IS 200mg/Kg pc administrés par
corporf‘(ip) EAOA a la doxorubicine
pa'r \_/O' |,n ra 500mg/Kg pc durant les 3
péritonéale —
. Par gavage derniers jours
les 3 derniers 4
_ o gastrique avant le
jours avant le pendant 10 sacrifice.

sacrifice des
animaux.

5.3. Echantillonnage :

Apres la période de traitement les animaux ont été sacrifiés, le sang a été collecté
dans des tubes héparines, désigner pour le dosage des activités enzymatiques (ASAT, ALAT)
et des paramétres biochimiques (LDH et CPK). Les organes (foie et coeur) ont été aussi
collectés et séparés on deux groupes : un groupe designer pour doser les parametres de stress
oxydante et les organes de 2°™ groupe sont mise dans le formol 10% pour la préparation des
coupes histologiques (fig.5). La préparation des fractions cytosoliques est effectuée selon la

méthode de Sanmugapria et Venkatramane (2006).
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Décapitation

|

Prélevement
sanguine

!

Centrifugation
3000 trs /min
pendant 15 min

!

Sérum (conserver
a -20C°)

Dosage biochimique de

LDH et de CPK Dosage

d'activitie enzymatique
de TGO et TGP

Les
animaux

—» Dissection

}

Le Coeur et le

foie

Fraction

cytosoliques

des tissus

v

Dosage
protéique par
la méthode de

Brad Ford

v

Dosage de
parameétres de
stress oxydatif

MDA et Gpx

Des coupes
histologiques

Etude histo -
pathologique

Figure 5: Le chemin récapitulatif de principales étapes d’évaluations d’effet des extraits vis a
vis la toxicité induite par la doxorubicine.
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5.4. Evaluation d’activité anti-oxydante in vivo des extrais aqueux des fabacées
5.4.1. Dosage des proteines tissulaire

Principe de dosage

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’associc au groupement amine (-NH2) des résidus
protéiques pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur bleue reflete
le degré d’ionisation du milieu acide et l’intensité correspond a la concentration des

protéines). L’absorption est mesurée a 595nm (Thomas, 1976).

5.4.2. Dosage du dialdéhyde malonique (MDA\) in vivo

Principe de dosage

Le dialdéhyde malonique (MDA) est un biomarqueur de la peroxydation lipidique
formée lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA). Dans cette étude, les
Taux du MDA hépatique et cardiaque ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al.
(1979). Le Dosage repose sur le couplage le MDA et I’acide Thiobarbiturique (TBA) en
milieu acide et chaud (100 °C) construisant d’un pigment coloré absorbant a 530 nm (Yagi,
1976).

5.4.3. Evaluation d’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (Gpx) in
Vivo

Principe de dosage

Le glutathion peroxydase (GPx) 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 Giinzler (1984). Cette méthode est basé sur la
réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en présence de glutathion (GSH), ce dernier est

transforme en (GSSG) sous I’influence de la Gpx selon la réaction :

H202+ 2GSHGPx— GSSG + 2H20
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5.5. Evaluation de I’activité cytoprotectrice in vivo des extrais aqueux des fabacées
5.5.1. Dosage biochimique et enzymatiques in vivo

55.1.1. Evaluation de P’activité enzymatique d’ALAT in vivo

Principe de dosage

I’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la transaminase glutamo-pyruvaique
(TGP), elle catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'alanine au o-
cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la

lactate-déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les réactions suivantes :
Alanine + a—cétoglutarateALT— Glutamate+Pyruvate
Pyruvate+NADH+H+LDH— Lactate+NAD+

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H+, mesuré par photométrie

(fig.6), il est proportionnel a I’activité catalytique du lactate déshydrogénase.

Le dosage a été réalisé par la méthode cinétique.

a-Cétoglutarate ~ Oxaloacétate.

ALAT
Alanine Pyruvate NADH, =
LDH
Lactate NAD
Activité de PALATUIL S0 | -

Figure 6:le principe du dosage d’activité enzymatique ALAT (Kara, 2018).
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55.1.2. Evaluation de I’activité enzymatique d’ASAT in vivo

Principe du dosage
L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi la transaminase glutamo-
oxaloacétique (TGO), elle catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de
l'aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit
au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH+ H+selon les réactions
suivantes :

Aspartate+ a—cétoglutarateAsT— Glutamate+Oxaloacétate
Oxaloacétate+tNADH+H+MDH— Malate+NAD+

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H+, mesuré par

photométrie(fig.7), il est proportionnel a I’activité catalytique de 1’aspartate aminotransférase.

Le dosage a été réalisé suivant la méthode cinétique développée par Karmen et al (1955)

NADH, —

NAD
Activité de PASATUIL  wormrinn: -_ ' e—
A 340nm

Figure 7:le principe du dosage d’activité enzymatique ASAT (Kara, 2018)
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5.5.1.3Evaluation de I’activité enzymatique du lactate déshydrogénase (LDH) in vivo

Principe du dosage
Le lactate déshydrogénase (LDH) catalyse a réduction du pyruvate au moyen de la

NADH, selon la réaction suivante :
Pyruvate + NADH +H — lactate + NAD+

La vitesse de réduction de la concentration en NADH dans la méthode de détermination
par photometre est proportionnelle a la concentration catalytique de LDH dans 1‘échantillon
testé.(fig.8)

Pyruvate Lactate
LDH
NADH NAD+

> -i Y Activitéde LDH

Figure 8:le principe du dosage de LDH (Kara, 2018)

55.1.4. Evaluation de P’activité enzymatique de La créatine phosphokinase
CPK in vivo

Principe du dosage
La créatine phosphokinase (CK) catalyse le transfert réversible d'un groupe phosphate

de phosphocréatine a I’ADP selon la réaction.

creatininephosphate + ADPCK— Créatine + ATP ATP+D—Glucose HK—
ADP+Glucose—6—phosphate
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Glucose—6—phosphate+NADP+G6F—-DH— 6—phosphogluconate +NADPH+H+.

L’activité catalytique de la CK est déterminée en mesurant la vitesse d’apparition du

NADPH+H-+0 340 nm. (fig.9)

Le dosage a éte réalise suivant la méthode cinétique.

Phosphocréatine Créatine
CFK
ADF ATF
~_m _/
NADF Glucose-G-phosphate Glucose
Activité de la CPK
-4-PDH AA
NADPH; 6-phosphogluconolactone
i
il = =
A0 nm

Figure 9: le principe du dosage de CPK (Kara, 2018)

5.5.2. Etude histo-pathologique

Principe de I’étude
Cette étude basée sur la collection des fragments tissulaire qui sont découper pour
permettre la réalisation de fines tranches colorés pour analyser la morphologique tissulaire

par le microscope.

Réalisation de I’étude

Apres la décapitation des souris, des fragments de coeur et de foie des © groupes ont été
rapidement fixés dans le formol 10% pour éviter 1’autolyse, des fragment diriger vers
I’examen histo-pathologique cet examen deécrit par Holote (1984), suivant les étapes

suivantes :

> La fixation ; utilisant le formol 10 % qui se fixé tous les cellules de 1’organe.
afin d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs

morphologies et entrainant leur insolubilité.
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> Lavage, déshydratation et éclaircissement

d’abord les échantillons fixées par le formole ont été rincées par I’eau courante ensuite,
ils ont été placés dans des cassettes spéciales a parois trouées., ensuite, on deshydrate les

piéces en les amenant graduellement dans des bains successives depuis le liquide de lavage

jusqu’a I’alcool absolu, arrivant a 1’éclaircissement mettant les pi¢ces dans un solvant de la

paraffine qui est le xyléne dans notre cas.
» L’inclusion

Apreés la saturation des échantillons par la paraffine liquide ils ont été inclus dans un
bain de paraffine fondue pendant deux heures La paraffine va peu a peu pénétrer les tissus en
remplagant le solvant.. arrivant a 1”’inclusion définitive de ces échantillons dans des petits
moules a fond plat pour construire des blocs peuvent se conserver pendant des années sans

dommage .
» Préparation des coupes

Les blocs de paraffine ont été coupés par un microtome en tranches minces. Les
coupes obtenues ont été étalées sur des lames de verre et ont été collées sur la lame par
I’utilisation de gélatine liquide. Les lames sont ensuite placées dans 1’étuve 74°C, puits

directement dans 1’xyléne pour déparaffinage et I’éclaircissement
> Lacoloration
Les coupes ont été colorées par la méthode d’€osine et hématoxyline.

> Lecture microscopique a différents grossissements
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1. Détermination du rendement des trois extrais des plantes de
la famille Fabacée

Le rendement %

M EAAG
30% L4 EAAE

£ EACA

Figure 10 : le rendement des extraits aqueux bruts des trois fabacées

EAAG : extrait aqueux d’ A. gombiformis Pomel, EAAE : extrait aqueux
d’A. eremophilus, EAOA : extrait aqueux d’O. angustissima

Pour les trois especes des fabacée la partie aérienne de chaque plante (tige,
feuilles, fleures et gousses) a été utilisé comme matériel végétale seche pour faire
I’extraction arrivant a des rendements proches entre eux, mais le meilleur de
rendement a été enregistré par la plante d’A. eremophilus avec 29.87% suive par les
autres plantes: 1’A. gombiformis Pomel et O. angustissima 26.58% , 24.24%
respectivement .(fig.10)

Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse

d’extrait sec obtenu et la masse de matériel végétal traité.

L’extraction des plantes D. corbisieri et D. gossweileri, révélent les rendements
suivants 30,70% et 33,88% respectivement d’extrait aqueux par rapport le matériel
végétal seche ( Maloueki et al. (2015).
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Katerere et Eloff. (2005) et ljeoma (2015) ont marqués un rendement de 17.2
et16.1 % pour les deux plantes Sutherlandia frutescens,et Abrus precatorius Linn.

respectivement.

2. Evaluation de pouvoir toxique des extrais brutes des trois plantes

Tableau 2: le rapport de mortalité et les symptoémes observés apres les 14 jours de
teste de toxicités a les deux doses

EAAG EAAE EAOA

Mortalité 0/5 0/5 0/5
2000
Symptéme - - -
La dose d’extrait
administrée (mg/kg) _
Mortalité 0/5 0/5 0/5
5000
Symptome - - -

EAAG : extrait aqueux d’A. gombiformis. EAAE :extrait aqueux d’A. eremophilus .
EAOA : extrait aqueux d’O. angustissima . (0/5) : le nombre des souris morts par

rapport le nombre des souris testés. (-) I’absence des symptomes.

Pendant les quatorze jours apres ’administration de chaque extrait avec les
doses limites de 2000mg/kg et 5000 mg/kg par voie orale des souris males de suisse
albinos. Rien a été observe comme des signes de toxicité aigue, ni cas de mortalité a
été neregistré.(tab.2) ca nous confirmes que les trois plantes ne sont pas toxiques a
une dose supérieure de 5000mg/kg.

Donc ces résultats montrent que la DLso pour les extraits des trois especes des

fabacées supérieure a 5000mg/kg.

C’est resultats corroborent les travaux de Kone et al. (2009) et Lebri et al.
(2015) portés sur les extraits aqueux de la partie aérienne de Sacaglottis gabonensis
et d’Abrus precartorius Lin. respectivement, suivant la méme méthode des doses
limitent. N’dramn et al. (2016) Ont déterminé une DLsy 10000mg/kg de I’extrait
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aqueux des graines Cajanus canjan pourtant que c’est une plante de la famille

Fabaceae.

3. Evaluation de I’activité antioxydant des trois extrais aqueux in vivo
3.1 Dosage du dialdéhyde malonique (MDA) de foie in vivo

Tableau 3: I’influence des extrais sur le taux de MDA hépatique chez des souris
témoins et les souris traités par la doxorubicine

La dose d'extralF administrée 200 200 500
(mg/Kg /jour)

G. Témoin 1.01 11.89 0.86

Taux MDA ]
hépatique G. Extrait 0.31 22.77 0.35

(nmolMDA/mg de

protéines) G.DOXO 4.83 81.62 4.84

G. Extrait
1DOXO 1.49 22.98 153

Le taux de MDA hépatique chez les souris non traités (G.temoin) présentes des
valeurs normaux dans 1’intervalle des sujets sains, ou les souris traiteés par les extrais
seules (G .Extrait) présentes des petites perturbations. Le taux de ce parameétre chez
les souris traités par la doxorubine (G.DOXO) a connus une hyper augmentation
devenant jusqu’a six fois plus que le taux de MDA chez un souris témoin

(81.62nmolMDA/mg de protéines ,11.89nmolMDA/mg de protéines) respectivement.

Cette augmentation corrigée par la combinaison de ce médicament avec 1’extrait
de chaque plante séparément (G. Extrait+ DOXO). La correction du taux de MDA est
s’étale entre 1,5 - 2 fois par rapport le taux de MDA du groupe témoin (tab.3).

Sakr (2010) et Oussama et al, (2013) ont étes conclues que 24mg /Kg d’extrait
aqueux de Zingiber officinale et 50mg /Kg d’extrait éthanoique de Portulaca oleracea
peuvent induire une réduction de taux de MDA heépatique des souris traités par la

doxorubicine.
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3.2. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase Gpx du
foie in vivo

Tableau 4: I’influence des extrais sur le taux de Gpx hépatique chez les souris témoin
et les souris traités par la doxorubicine

EAAG EAAE EAOE
Ladose d’extrait administrée 200 200 500
(mg/kg /jour)
G. Témoin 0.07 1.98 1.31
Taux de Gpx .
hépatique G. Extrait 0.15 2.40 2.60
(LMolGSH
oxydé/min/mg de G.DOXO 0.04 0.71 0.22
protéines)
G. Extrait
+DOXO 0.11 1.69 1.11

Le groupe témoin (G. temoin) a enregistré des taux de Gpx supérieure a 0,07
UMoIGSH oxydé/min/mg de protéines. Les valeurs des concentrations de Gpx chez
les groupes traités par les extrais seules (G.Extrait) ne dépasse pas 2,60 uMolGSH
oxydé/min/mg de protéines. le taux Gpx chez les souris de groupe DOXO connu une
diminution arriver jusqu'a 83% moins que le tau de Gpx du groupe témoin (1,312

UMOolGSH oxydé/min/mg ; 0,22 uMolGSH oxydé/min/mg) respectivement.

les groupes subi des extraits combinés avec la doxorubicine (G .Extrait+DOXO)
ont marqués des valeurs considérables a cing fois le taux de Gpx de groupe
DOXO(tab.4) .

En 2019, Afsar montre que I”éxtrait éthyl-acétate de la plante Acacia hydaspica

R. a la capacité de augmenté le taux faible de Gpx hépatique induit par DOXO.
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3.3. Dosage du dialdéhyde malonique (MDA) de cceur in vivo

Tableau 5: I’influence des extrais sur le tau de MDA hépatique chez des souris témoins et les
souris traités par la doxorubicine

La dose d'extrait administrée 200 500
(mg/kg/jour)
G. Témoin 23.27 8.22
Le taux de MDA
cardiaque G. Extrait 30.33 7.99
(umoIMDA/mg de ' ' .
i
protéines) G. DOXO 49.89 19.76
G. Extrait
+DOXO 23.24 o0

Le taux de MDA cardiaque chez les souris témoin (G. Témoin) détermine des valeurs
normaux dans I’intervalle de sujet sain. les extraits seules (G. Extrait) induit des petites

perturbations du taux de Gpx par rapport le taux de ce parameétre de groupe temoin.

le taux de MDA chez les souris traités par la doxorubine (G. DOXQO) subi une hyper
augmentation devenant jusqu'a le double du taux de MDA chez les souris témoin (49.89
umolMDA/mg de protéines, 23.27 umol MDA/mg de protéines )respectivement. Le taux
de ce parametre a également stabilisé par la combinaison de ce médicament avec 1’extrait de
chaque plante (G .Extrait +DOXO) (tab.5).

Ashour et al. (2012) et Ihoual (2018) ont margués une diminution significative du taux
sériques du MDA cardiaque, par 1’administration des extraits méthanoliques Calligonum
comosum et Cordia myxa L. (100 mg/kg) ,et de Phlomis samia (250 et 500mg / kg)

respectivement .
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3.4. Détermination de P’activité enzymatique de la glutathion peroxydase Gpx de

ceeur in vivo

Tableau 6: I’influence des extrais sur le tau de GPx cardiaque chez des souris témoins et les
souris traités par la doxorubicine

EAAE EAOE
La dose d’extrait administré 200 500
(mg/kg/jour)
Le tau de Gpx G. Témoin 19.53 9.05
cardiaque
(LMoIGSH G. Extrait 18.43 13.77
oxydé/min/mg de
proteines)
G. DOXO 10.22 6.79
G. 15.52 16.16
Extrait+DOXO

Le taux de Gpx chez les souris témoins (G. temoin) supérieure ou égale a 9,05
UMOoIGSH oxydé/min/mg de protéines. Les valeurs de ce parametre marqués chez les
groupes traités par les extrais seules (G. Extrait) ne dépassent pas 18.43 pMolGSH
oxydé/min/mg de protéines. Le taux de Gpx chez les souris de groupe DOXO (G .DOXO)
registre une diminution arrive jusqu'a 48% moins que le taux de GPx du groupe témoin
(10.22 puMoIGSH oxydé/min/mg, 19.53uMolGSH oxydé/min/mg)respectivement, la
combinaisons de la doxorubicine avec les extraits (G. Extrait+DOXO) corrige ce probléme

retournant dans l'intervalle(tab.6).

Singh et al. (2008) et Chahine (2014) ont montré que 1’administration des extraits
alcooliques de Terminalia arjuna a déférentes doses et de Crocus sativus L.a 5mg/Kg , induite
une augmentation de taux de Gpx cardiaque par rapport celui de groupe traité par la DOXO .
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4. Evaluation d’activité cytoprotectrice des extrais aqueux des plantes
4.1. Evaluation d’activité hépatoprotectrice des extrais in vivo

4.1.1. Dosage biochimique et enzymatiques in vivo

4.11.1. Evaluation d’activité enzymatique d’ALAT(TGP)
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Figure 11:I’influence des extrais sur 1’activité enzymatique ALAT chez des souris témoins et
les souris traités par doxorubicine

Les concentrations d’activité enzymatique d’ALAT chez les souris témoins (G.témoin)
a révélé une moyen de 46.49 + 2.13 UI/L. les groupes traités seulement par les extraits

(G.Extrait) ont marqués des taux d’ALAT plus ou moins proche a celui du témoin.

groupes traités par la doxorubicine (G.DOXO) montre une tres haute augmentation arriver
jusqu'a dix fois le taux de ce paramétre chez le groupe témoin . les groupes traités par la
combinaison de doxorubicine avec | EAAG, EAAE a margué une diminution varié entre 50%
et 20% par rapport la concentration de cette activité chez le groupe DOXO par contre le le
taux d’ALAT chez le groupe traités par la combinaison de doxorubicine avec EAOA
(G.Extrait+DOXO) a révélé une légere diminution, ca peut étre du gréce une activité

synergétique établit entre cet extrait et la doxorbicine (fig.11).

Fathy et al. (2017) ont montrés que I’administration de 1g /Kg d’extrait éthanol-aqueux de
fruit de Ficus carica L. (Moraceés) et de Phoenix dactylifera L. (Arecaceae) conduit

également a diminution du taux élevé d’ALAT causé par la doxoruicine .
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4.1.1.2. Evaluation de P’activité enzymatique d’ASAT(TGO) in vivo
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Figurel2: I’influence des extrais sur 1’activité enzymatique ASAT chez des souris t¢émoins et
les souris traités par la doxorubicine

les concentrations d’activité enzymatique d’ASAT chez les groupes témoins (G.
témoin) a déterminé une moyenne de 221.48:9 ,43UI/L .Les concentrations d’activité
enzymatique d’ASAT chez le groupes traités par I’extrait seul (G. Extrait) sont biens proches
a celuit de groupe témoin . Les souris traités par la doxorubicine (G.DOXO) marqués une
hautes élévation de concentration d’ASAT devenez trois fois la concentration d’ASAT du
groupe témoin. Chez les souris traités par la combinaison de chaque extrait avec La
Doxorubicine (G. Extrait+DOXO) les concentrations d’ASAT ont étés diminués 1/3 la

concentration de cette activité enzymatique de groupe DOXO. (fig.12)

Cecen (2011) et Zhao (2012) ont suggerés une diminution des concentration de
I’activité enzymatique d’ASAT apreés I’administration de 100mg/kg de Silymarine et 60
mg/kg de Berbérine , vis a vis I’induction de la doxorubicine.
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4.1.2. Etude hépato-histo-pathologique

Tableau 7 : les observations microscopiques de tissus hépatique de souris témoin et des

souris traités .
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(S) sinusoide. (H) hépatocyte. (N) noyau (CV) congestion vasculaire (DV) dilatation
veineuse (IL) inflammation lymphocytaire (V) vacuolisation (CC) condensation

cytoplasmique (EP) espace porte.

Le tableau 7 montre des coupes histologiques sous le microscope de foie de souris
témoin (GrX40) (A) , de souris traite par DOXO (GrX40) (B), de souris traité par EAAG
(GrX10)(C), souris traité par EAAE(GrX10) (E), et de souris traité par EAOA(Grx40) (G),
ainsi de souris traité par la combinaison de DOXO avec EAAG(GrX40) (D), DOXO avec
EAAE (GrX40) (F), DOXO avec EAOA(GrX10)(H)

L’observation optique des coupes histologiques du foie d’un souris témoin(A), apparait
un parenchyme hépatique intacte organisé par des travées des hépatocytes souvent mono ou
binoculaires, séparés entre eux par des sinusoides, formants des structure hépatique lobulaire,
ces structures sont centrés par une vienne s’appelle une vienne centrelobulaire et entourés

par des espace portes(EP) (Martin, 2007).

les souris traités par chaque extrait des fabacées (C),(E),(G) portent un parenchyme
hépatique intacte , néanmoins une légere inflammation lymphocytaire (IL) est apercue chez
souris traités par le EAAE (E) ; illustrée par I’apparition du nombre non considérable des
cellules inflammatoire.

Les souris traités par 15mg /kg de doxorubicine (B) montrent des graves dommages
et des dégats tissulaire, tell que des congestions vasculaires, dilatation veineuses, binucléation
avec infiltrat inflammatoire lymphocytaire associé a fibrose cellulaire.
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Kalender et al. (2005) ont trouvés que I’administration de 5mg/kg de la doxorubicine
peut provoquer une nécrose hépatocytaire, une atypie, des figures mitotiques dans certaines
hépatocytes, vacuolisation mitochondriale et gonflement, et une dilatation de I'espace
intercellulaire. Ces dommages sont presque négligeables chez les souris traités par la
combinaison de DOXO avec chaque extrait séparément. le groupe EAAE+DOXO (F) a
marqué une petite vacuolisation, comparant au groupe EAOA+DOXO (H) qui a montré une
congestion vasculaire(CV), une dilatation veineuse (DV) et une condensation cytoplasmique
(CC), ca peut étre due grace une synergetique crée entre la doxorubicine et I’extrait d’O.

angus .

Les dégats induites  par doxorubicine ont été complétement améliorés par
I’administration de 10mg/Kg du théanine de la plante Camellia sinensis et 7g/kg de huile

d’olive extrait de la plante Olea europia (Oleaceae) (Nagai et al., 2015 ; Fathy et al.,2017).
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4.1.3. Evaluation de I’activité cardioprotectrice des extrais agqueux

4.1.3.1. Dosage biochimique et enzymatiques
4.1.3.2. Dosage de lactate déshydrogénase LDH in vivo
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Figure 13: I’influence des extrais sur I’activité enzymatique LDH chez les souris témoins et
les souris traités par Doxorubicine

EAAE : Extrait aqueux d’A4. ermophilus, EAOA : extrait aqueux d’O. angustissima

Les concentrations d’activité enzymatique de LDH chez les souris témoins (G. témoin)
ont étés registré 1540,62UI/ml comme une valeur maximale. Les souris traités par les
extraits seules (G. Extrait) marquent des concentrations de LDH inferieures ou égale a
1878.65UI/L. Les souris traitées par ce médicament (G.DOXO) déterminent une

concentration trois fois plus que la concentration de LDH de groupe témoin.

Cette augmentation récupérée par la combinaison de chaque extrait avec la
doxorubicine (G. Extrait+ DOXO) allant dans I’intervalle (1460 .24, 1853.87Ul/ml).(fig.13)

Elberry et al. (2010), El-boghdady (2013) et Kara et al. (2016), ont noté également une
réduction de taux de LDH aprés I’administration de 100mg/Kg des extrait de Vaccinium
macrocarpon, Gingko biloba et de Galobularia alypum respectivement.
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4.2.1.2. Dosage de la créatinine phophokinaze (CPK)
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Figure 14:Pinfluence des extrais sur 1’activité enzymatique CPK chez des souris témoins et
les souris traités par Doxorubicine

EAAE : Extrait aqueux d’4. ermophilus, EAOA : Extrait aqueux d’O. angustissima

Les concentrations d’activité enzymatique de créatinine phophokinaze (CPK) chez les
groupes témoins (G. témoin) sont environ de 352 UI/L. Les concentrations de cette activité
enzymatique chez les souris traités par les extrais (G. Extrait) ont révélé une moyenne de

296.16+2.03Ul/ml. L’augmentation de cette concentration provoqué par la doxorubicine

arrive jusqu'a cing foie plus que la concentration de groupe témoin (1897, 37UI/L).

Cette augmentation repris par I’administration de la doxorubicine et 1’extrait de chaque
plante (G.Extrait+DOXQ) avec 85% par rapport la concentration de CPK.(fig.14)

Bommu et al. (2008), Palamis et al. (2012) et Uma et al. (2013) ont déclaré un
abaissement de la concentration de CPK aprés 1’administration des extraits éthanoliques de
Phyllanthus maderaspatensis (400 et 600 mg/kg), de Flacourtia indica (250et 500mg/kg) et
de Boswellia ovalifoliolata (250 et 400mg /kg).
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4.2.2. Etude histo-pathologique

Tableau 8 : Observation microscopique de tissus hépatique de souris témoin et des souris
traités (Gr X40)

(FMCI) Fibre musculaire cardiaque intacte. (DV) Dilatation veineuse. (TC) Tissue conjonctif.
(CS) Capillaire sanguin .H: hémorragie. N :noyau
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Le tableau 8 montre des coupes histologiques du cceur de souris témoin (A) , de souris traité
par DOXO(B) ,de souris traité par EAAE(C) et souris traité par EAOA(E) , ainsi de souris
tarité par la combinaison de DOXO avec EAAE(D) et de DOXO avec EAOA (F).

L’observation optique des coupes histologiques du cceur de la souris témoin (A)
apparait des travées myocardiques qui ont constituées par I’enfilade solidarisée et
anastomosée des cellules cardiaques s’insérent (comme des rubans) par leurs extrémités a un
anneau fibreux ou charpente fibreuse, formant un tissu musculaire cardiaque intacte. Chaque
cardiomyocyte possede un noyau central, unique et allongé dans le sens du grand axe de la
cellule. les coupes histologique cardiaque des souris traités par les extraits seules (C, E)
illustrent un fibre musculaire cardiaque intacte. (Martin, 2007)

La coupe histologique du souris traités par la Doxorubicine (156mg /Kg) (B) arbore des
modifications  tissulaires telle que la  dystrophie musculaire, le gonflement des
cardiomyocytes avec des noyaux pycnotiques, la congestion vasculaire notable et des foyers
hémorragiques au niveau de tissu conjonctif avec [Pinfiltration des quelque cellule

inflammatoire.

Delemasure et al. (2006) ont déclarés que les antracyclines, peuvent diffuser sur
plus de 35 % des cellules incluses a I'égard des altérations sévéres telle que : la perte totale
des myofibrilles, des organites intracellulaires, plus la dégénérescence nucléaire et

mitochondriale.

Ces dommages sont corrigés chez les souris traités par la combinaison de la
doxorubicine avec I’extrait de chaque plante, on note 1’apparition d’une légére inflammation
et une faible dystrophie musculaire au niveau des coupes histologiques de souris traitées par
la combinaison de DOXO avec [I’extrait d’A. eremophilus (D) et avec I’extrait

d’O.angustissima (F) respectivement.

Uma et al. (2013) et Kara (2016) indiquent que les dommages sévéres du cceur
distingué chez les rats traites par la DOXO ont radicalement diminués par 1’administration
d’extrait éthanoliques de Boswellia ovalifoliolata (250 et 400mg/Kg) et 1’extrait butanolique

de Globularia alypum (100mg/kg), en comparaison avec les rats du lot DOXO.
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Conclusion

Fabaceae c’est une famille caractérisé par la richesse des espéces et par large
gamme d’utilisation dans la médecine traditionnelle ainsi dans le domaine

pharmacologique (Chouana, 2017).

La présente étude consiste en I'évaluation des trois especes de la famille des
fabacées, leurs pouvoirs antioxydants et leurs effets cytoprotecteurs contre la toxicité

induite par un agent anticancéreux la doxorubicine.

Les résultats de teste de toxicité indiquent que les extraits des trois plantes des

fabacées sont non-toxiques, révelant un DLsg supérieure ou eégale a 5000 mg / kg.

Les résultats enregistrés du dosage des paramétres de stress oxydatif, confirment
que les extraits aqueux jouent un role important dans I'inhibition de la peroxydation
lipidique et la lutte contre les radicaux libres. La richesse de ces extraits en
biomolécules, permet au systéme antioxydant de résister a I'oxydation provoquée par
la doxorubicine. Bien que ces extraits aient la capacité de protéger le tissu hépatique
contre les dommages causés par la doxorubicine, empéchant la libération d'enzymes

hépatiques.

Les résultats obtenus par le dosage biochimique et ensymatique au niveau des
coupes histoligiques montrent 1’effet préventif des extraits aqueux d'A. eremophilus et
d'O. angustissima contre la cardio-toxicité par la correction des dommages tissulaires

induite par la doxorubicine .

En fin, on peut conclure que la présente étude a confirmé I’efficacité du
pouvoir antioxydant ainsi que 1’activité cyto-protectrice des extraits des plantes
étudiés vis-a-vis la cyto-toxicité provoqué par un médicament de classe

chimiothérapietique.
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I. Résultats de dosage protéique in vivo:

1. Dosage protéine du tissu de foie :

Concentration G. Témoin 5.64+ 0.98 3.76 + 1.57 5.64 +£0.98
protéique du foie G. Extrait 4.94 +0.93 438 +0.24 6.5+0.92

(mg/ml) G. DOXO 428+18  497+0.77  4.28+1.80

G. Extrait +tDOX0O  5.46+0.9 7.63+£2.76 7.88+0.76

2. Dosage protéine du tissu de cceur :

Concentration G. Témoin 0.293 £ 0.056 0.17 +£0.03
proteique du ceeur G. Extrait 0,355+0.027 0.29+0.01
(mg/ml) G.DOXO 0.617 +0.071 0.25+0.03

G. Extrait +DOXO 0.56 +0.18 0.25+0.03

Il. Résultats de dosage enzymatique et biochimique in vivo:

Dosage de GTP(ALAT) in vivo

EAAG EAAE EAOE
G.Temoin 44.375 46.01 50
Concentration G.Extrait 50.25 34.096 79.125
de GTP(UI/L) G.DOXO 486.75 482.865 471
G.Extrait +DOXO 243.62 102.625 392.125
Dosage de GTO(ASAT) in vivo:
EAAG EAAE EAOE
G.Temoin 225.375 207.33 231.75
Concentration G.Extrait 307.125 167.081 214.875
de GTO(UI/L) G.DOXO 685.125 685.619 766.25
G. Extrait +DOXO 419 464.325 602.75




Aannexes

Dosage de LDH in vivo :

EAAE EAOE
Temoin 1233.588 1540.625
LDH Extrait 818.563 1877.875
DOXO 4167.25 4224
Extrait+DOXO 1460.238 1853.875
Dosage de CPK in vivo :
EAAE EAOE
CPK G. Temoin 352 352
G. Extrait 298.2 294.125
G. DOXO 1897.375 1841.375
G. Extrait+DOXO 284.625 304
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Résumé : La recherche et I'identification des métabolites secondaires dans les légumineuses montrent qu'elles
sont riches en ces composeés, donnant des propriétés antioxydantes, hépatopréventive et cardiopréventive contre
divers agents toxiques. La présente étude visait a évaluer ’activité antioxydante et cytoprotectrice des trois
plantes de la famille fabacées contre la toxicité médicamenteuse induite par 1’agent anticancéreux doxorubicine.
Aprés ’extraction de la partie aérienne de chaque plante, les souris males de suiss albino ont été traités par les
extrait & différents concentrations pour déterminer la DL50, qui est supérieure ou égale a 5000mg/kg. A partir de
cette concentration on a réaliser un traitement par ’induction de chaque extraits seules a certaine dose et
combiné avec 15mg/kg de la doxorubicine. Par la suite, dosage des paramétres du stress oxydatif MDA et Gpx et
les activités enzymatiques et biochimiques ASAT, ALAT, LDH et CPK. En fin I’examen histo--pathologique de
tissu hépatique et cardiaque. Les résultats montrent 1’élévation de concentration de I’activité du Glutation
peroxidaze et I’inhibition de la peroxydation lipidique, empéchant la libration anormale des transaminases
hépatique ASAT et ALAT, et diminuant le taux sérique des activités enzymatiques LDH et CPK, qui ont été
affirmés par les observations optiques de tissu hépatique et cardiaque. Tous les résultats trouvés dans cette étude
confirment la forte activité antioxydante et cytopréventive contre I’hépatotoxicité et la cardiotoxicité causée par
la doxorubicine.

Les mots clés : Fabacéae , Doxorubicine, stress oxidatif, hepatotoxicité, cardiotoxicité.

Summary: Research and identification of secondary metabolites of legumes shows that they are rich in these
compounds, giving antioxidant, hepatopreventive and cardiopreventive properties against various toxic agents.
The present study aimed to evaluate the antioxidant and cytoprotective activity of the three plants of the Fabaceae
family, against the drug toxicity induced by the anticancer agent doxorubicin. After the extraction of the aerial
part of each plant, the male mice of suiss albino were treated with the extracts at different concentrations to
determine the LD50, which is equal or bigger than 5000 mg / kg. From this concentration we carried out a
treatment by induction of each extract alone and combined with 15 mg / kg of doxorubicin, and then assay the
parameters of oxidative stress MDA and Gpx and the enzymatic and biochemical activities ASAT, ALAT, LDH
and CPK. Finalluy the histopathological examination of hepatic and cardiac tissue. The results show the increase
in the concentration of glutation peroxidaze activity and the lipid peroxidation inhibition, preventing the release
of hepatic transaminases ASAT and ALAT and increasing the serum level of the enzymatic activities ( LDH and
CPK), these results were confirmed by optical observations of liver and heart tissues. All the results found in this
study confirm the strong antioxidant activity, and cytopreventive against hepatotoxicity and cardiotoxicity caused
by doxorubicin.

Keywords: Fabaceae, Doxorubicine, hépatotoxicity, cardiotoxicity, oxidative stress.



