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RESUME

L’objectif de de la présente étude est d'étudier 1'effet curatif (C) Calligonum comosum L.
sur la toxicité induite par le prégabaline (PGB) chez les rats.
20 rats males Wistar ont été divisés en quatre groupes de 5 rats chacun :chacun dont le
premier lot sert de témoin, le second lot sont exposés aux extrait de plant(100mg/1kgbw),
le troisieme lot sont exposés aux prégabaline (200mg/kg bw) pendent 28 jours , le quatrieme
lot sont exposés aux prégabaline pandent deux semaines et traité par plante(Calligonum
comosum L) pandent 14 jours.

Les résultats de lI'analyse phytochimique qualitative de I'extrait aqueux de Calligonum
comosum L ont révelés I'existence des plusieurs principes actifs. Ensuite, I'analyse
quantitative a montré desteneurs élevées en polyphénol total et en flavonoide total dans
I’extrait d’Cc (185.073+4.0134mg GAeq /g poids de sec, 21,757+£2.862 mg Q eq /g dry wt ). .
Les données de HPLC ont révélé la présence de 8 acides phénoliques. En outre, le test de
toxicité aigu de Calligonum comosumL, D’autre part n’a révélé aucune mortalité ni
modification du comportement jusqu’a 2000 mg / kg chez les rats.

En ce qui concerne les effets pharmacologiques, a partir de I’analyse de nos résultats, on
observe une augmentation significative (p<0.05) considérable de poids corporelle et poids
relatifs d certain organes prélevés (rein et testicule) des rats exposés au prégabaline par
rapport au témoin, et la fonction hématologique et immunologique, des marqueurs
enzymatiques hépatiques (TGO, TGP et LDH) et de la fonction rénale (urée, acide urique).
Ces changements ont été accompagnés d'une augmentations significative (p<0.05)
(cholestérol, triglycéride, glucose). Les études histopathologiques ont montré une
dégénérescence massive des tissus de foie, rein et testicule chez les rats exposés au PGB.

Cependant, le traitement par Calligonum comosum L atténue la plupart des effets
indésirables du prégabaline (PGB). Hématologique, biochimique, histopathologie, réduisant
finalement I’accumulation de prégabaline.

En conclusion, cette étude montre qui Calligonum comosum L a un effet curatif contre la

défaillance d'organes induite par la prégabaline.

Mots clés : Calligonum comosum L, prégabaline, HPLC, Altérations physiologiques , Rats

wistar.
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Liste des abréviations

BHT Butyl Hydroxy Toluene

Cc Calligonum comosum L

Cm Centimetre

DPPH  Diphenylpicrylhydrazy

EC50 Concentration efficace médiane

FNS Numeération Formule Sanguine

FRAP  Feuille de Révélation et d'Analyse des Problémes
FSH Hormone folliculo-stimulante

GR Globules Rouges

GRAN  Granulocytes

H2S04 Acide Sulfurique

H3PO4 Acide Phosphorique

HAT Transfert d'atome D'hydrogene

HCT Hematocrit

HGB Hemoglobin

HPLC  Chromatographie en Phase Liquide Haute Performance
IC50 Concentration inhibitrice médiane

LDH Lactate Déshydrogénase

LH Hormone Lutéinisante

LYM Lymphocytes

MDA Malondialdéhyde

PGB Prégabaline

PLT Plaquette

SET Transfert D’electron Unique

TBARS Thiobarbituric Acid Reactive Susbtances
TGO Glutamate-Oxaloacetate-Transaminase

TGP Glutamate-Pyruvate Transaminase
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Introduction

La prégabaline est couramment consommeée par les jeunes. Son acces facile depuis les
pharmacies sans ordonnance a créé des marchés noirs et largement distribué le medicament.
La prégabaline est couramment utilisée en psychiatrie, en neurologie et en médecine primaire
soins de santé. C'est un médicament anticonvulsivant qui est structurellement similaire a
Gabapentine avec six fois plus de puissance. La prégabaline est largement utilisée pour le
traitement de I'épilepsie, de I'anxiété, de la fiboromyalgie et des douleurs neuropathiques par
exemple (Loftus. 2014). Patients diabétiques La prégabaline agit en se liant aux canaux
calciques voltage-dépendants exercant son activité antalgique et anxiolytique . Il a des
propriétés similaires au GABA et il est impliqgué dans le systeme de récompense
dopaminergique (Shokry et al. 2020).

La prégabaline, vendue sous le nom de marque Lyrica, a augmenté ses prescriptions aux
patients ces derniéres années car elle est si efficace pour controler I'intensité de la douleur, en
particulier pour les personnes souffrant de douleur chronique, que le médicament procure un
certain soulagement de la douleur. Cependant, il y a eu des enquétes et des recherches sur le
fait qu'en abuser provoque une dépendance et est plus dangereux lorsqu'il est beaucoup abusé,
et c'est la situation que nous voyons maintenant parmi ses utilisateurs, ce qui menace la santé
humaine, en particulier chez les jeunes.

Par conséquent, la recherche s'est développée sur les dangers de la prégabaline et sur
I'éducation des gens dans la mesure de son effet dangereux en cas de dépendance ou d'abus, et
c'est ce qui nous a fait, ainsi que tous les chercheurs, éduquer les gens, et nous distinguons
toujours la catégorie des jeunes, et cela pousse toujours nous de trouver une solution pour
réduire son danger et le traiter lorsqu'il s'accumule dans I'organisme, et c'est ce qui nous a fait
ouvrir une étude sur I'nerboristerie médicamenteuse. La phytothérapie est I'art de guérir avec
les plantes. C'est une drogue trés ancienne. Actuellement, de nombreux médicaments tirent
leur origine des plantes médicinales. Comosum Calligonum L Ou ce qu'on appelle ARTA
c'est une plante médicinale arborescente qui appartient a la famille des agrumes. 1l contient un
groupe de composés chimiques qui en font une plante médicinale qui a de nombreux bienfaits
pour la santé, comme le traitement du cancer, des tremblements, et les maladies nerveuses,
ainsi qu'un remede contre la toux...etc .

Cependant, il y a un manque d'études qui testent tout effet curatif du PGB contre
altérations physiopathologiques des drogues d'abus. Par consequent, la présente étude visait
a évaluer I’effet curatif possible de Calligonum Comosum L contre la toxicité potentielle

d'une prégabaline chez les rats Wistar.



Premiere partie se compose de deux chapitres; le premier chapitre comprend un apercu
bibliographique de la prégabaline, et le deuxiéme chapitre présente d'Calligonum comosum
L. La deuxiéme partie concerne le travail expérimental;

v' Premiére partie: basée sur I'étude in vitro; extraction d'extrait végétal,
caractérisation quantitative et qualitative de ces composes, et évaluation de leurs
activités biologiques via des dosages d'activité antioxydant.

v Deuxiéme partie : Basée sur I'étude In vivo pour I'évaluation de I'efficacité curative
de I'extrait aqueux de Calligonum Comosum contre les altérations métaboliques,

physiologiques et histologiques induites par la prégabaline expérimentale chez le rat.
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Chapitre I: Préegabaline (Lyrica)

1.1. Généralité

La prégabaline est un analogue du GABA sans action directe sur le récepteur
gabaergique et ayant une structure proche de la gabapentine. C’est un ligand qui exerce des
effets anticonvulsivants, analgésiques et anxiolytiques sur des modeles animaux et a une
affinité élevée pour les sous-unités o-2-6 des canaux calciques voltage dépendant
(GAGNEUX Sophie .2017) . Aprés avoir formé une liaison forte avec la sous-unité a-2-6 des
canaux calciques des neurones hyperexcités, elle diminue I’afflux de calcium induit par la
dépolarisation, réduisant ainsi les émissions de nombreux neurotransmetteurs excitateurs, y

compris le glutamate, la noradrénaline et la substance P (GAGNEUX Sophie .2017).
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Figure 1 : La forme commercial de prégabaline en Algérie

1.2. Structure chimique de la prégabaline

La prégabaline a une structure chimique dérivée du neurotransmetteur présent chez les
mammiferes, 1“acide gamma aminobutyrique (GABA) (Silverman et al. 1991), mais n"agit
pas sur les récepteurs GABA et ne parait pas mimer 1“action du GABA ni stimuler son
activité pharmacologique.

Léactivité pharmacologique de la prégabaline requiert la substitution chimique d'une
chaine aliphatique en position 3 sur la molécule du GABA (Figure 02), qui procure une forte
affinité pour un nouveau site de fixation localisé dans les membranes du cerveau, a savoir la
sous-unité auxiliaire alpha2-delta (a2-0) des canaux calciques voltage-dépendants (Belliotti et
al. 2005). A plusieurs titres, les mécanismes d“action de la prégabaline sont similaires a ceux
du composé apparenté, la gabapentine, cependant améliorés par le mode d“administration par

voie orale et une efficacité renforcée. (Belliotti et al. 2005).



Chapitre I: Préegabaline (Lyrica)

gamma-Aminobutyric acid

O
OH

H.N

C,H,NO,

Figure 2 : Structures chimiques du GABA, de la prégabaline et de la gabapentine
(Patel et Dickenson, 2016)

1.3. Pharmacodynamique

Méme si les mécanismes d’action de la PGB ne sont pas encore entieérement connus, il
a été démontré que la molécule est un ligand spécifique de la sous-unité 02-6 des canaux
Ca2+ de type P/Q voltage-dépendant. La conséquence de cette liaison de haute affinité est une
diminution du flux entrant de calcium au niveau des terminaisons nerveuses, aboutissant a une
diminution de la libération de neurotransmetteurs excitateurs : glutamate, noradrénaline et
substance P. Cependant, bien qu’analogue structural du GABA, la PGB ne possede pas
d’action GABAergique : elle n’agit pas sur les récepteurs GABAA ou GABAB, n’est pas
métaboliquement convertie en GABA ou antagoniste GABA, et n’altére pas la recapture ou la
dégradation du GABA (Errante et Petroff. 2003 .Bialer et al. 2002). L’action
anticonvulsivant de la PGB a d’abord été démontrée dans des études précliniques chez
I’animal (Taylor et Vatanian. 1997). En effet, la PGB possede une activité sur les crises
induites dans divers modéles murins : crises toniques des extenseurs induites par électrochocs
chez la souris et le rat, crises induites par kindling chez le rat, crises induites par des agents
pharmacologiques comme le pentétrazole, la bicuculline, la picrotoxine, ainsi que sur les
crises du modele génétique de souris audiogéniques DBA/2. Plus récemment, un effet
protecteur avec retard de I’apparition du statut induit par injection de lithiumpilocarpine a été
démontrée chez le rat aprés administration a long terme de PGB (Andre et al. 2003). En
revanche, aucune efficacité n’a éte demontrée sur des modéles de crises généralisees

spontanées de type absence chez les rats GAERS.
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I.4. Pharmacocinetique

Le profil pharmacocinétique de la PGB est relativement simple et predictible (Busch
et al. 1998 . Ben-Menachem. 2004). Tout d’abord, son absorption orale est rapide, avec une
concentration plasmatique maximale (C max) atteinte en un peu plus d’une heure. La C max,
ainsi que I’aire sous la courbe (ASC) concentration/temps sont directement proportionnelles a
la dose absorbée. La demi-vie plasmatique est d’environ 6 heures, indépendamment de la dose
absorbée. La biodisponibilité orale est supérieure & 90 % et indépendante de la dose. La
drogue n’est pas liée aux proteines plasmatiques et aucune interaction majeure n’a été
démontrée entre la PGB et d’autres antiépileptiques potentiellement utilisés dans les
épilepsies partielles pharmacorésistances (Carbamazépine, Lamotrigine, Phénobarbital,
phénytoine, topiramate, acide valproique), ainsi qu’avec les contraceptifs oraux. L’utilisation
de PGB n’affecte donc pas les propriétés pharmacocinétiques de ces médicaments, qui,
réciproguement, ne modifient pas celles de la PGB (Bialer et al. 2002). La PGB est trés peu
métabolisée par le foie et son élimination est essentiellement rénale, & 98 % sous forme
inchangée. Aucune interaction avec le cytochrome P450 n’a été démontrée. L’élimination
rénale est proportionnelle a la clairance de la créatinine et doit étre adaptée en cas
d’insuffisance rénale et de dialyse, mais n’est pas dépendante de 1’age, du sexe, de la race, ou

de I’utilisation d’autres antiépileptiques (Randinitis et al. 2003).
I.5. Effets indésirables

Les effets indésirables sont présentés dans le tableau ci-dessous, le tableau 1 ci-dessous
énumere, par type et par fréquence, tous les effets indésirables survenus a une incidence
supérieure a celle du placebo et chez plus d'un patient (tres fréquents (> 1/10), fréquents (>
1/100 et < 1/10), peu fréquents (> 1/1.000 et < 1/100) et rares (< 1/1.000) (Mylan
Pharmaceuticals. 2017)
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Tableau 2 : Effets indésirables de la prégabaline (Mylan Pharmaceuticals. 2017)

Ensemble de ’organisme

Fréquents Syndrome grippal, dorsalgie, réaction allergique, fievre, cedéme
Généralisé
Peu fréquents Algie cervicale, néoplasme, cellulite, kyste, frissons, malaise, surdosage,

candidose, hernie, infection virale , réaction de photosensibilité, douleur

pelvienne, distension abdominale, abces,
raideur de la nuque.

Rares Infection fongique, bienfait inattendu, frissons et fiévre, odeur corporelle,

diminution des concentrations du médicament, haleine
fétide, obnubilation
Systeme cardiovasculaire
Fréquents Hypertension, vasodilatation

Peu fréquents Palpitations, migraine, tachycardie, angiopathie périphérique,anomalie de
1“¢lectrocardiogramme, trouble cardiovasculaire,insuffisance cardiaque

congestive, hémorragie, infarctus du
myocarde.
Rares Arrét cardiaque, anomalie vasculaire, occlusion,

arythmie auriculaire, flutter auriculaire, infarctus cérébral, occlusion

coronarienne, thrombophlébite, paleur, , cardiomyopathie,
hémorragie cérébrale, intoxication digitalique,
Appareil digestif

Fréquents Nausées, diarrhée, anorexie, trouble digestif
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Peu fréquents Gastroentérite, trouble dentaire, abces péeriodontique, colite, gastrite,anomalies

des résultats des épreuves de la fonction hépatique,
ptyalisme.

Rares Eructation, pancréatite, ulcére de I“estomac, stomatite ulcéreuse, Sténose
oesophagienne, incontinence fécale, hémorragie gingivale,obstruction
intestinale, entérite, , cardiospasme, ulcére duodénal, perforation de 1*intestin,
sténose intestinale, ulcere intestinal, leucoplasie buccale, pancréatite

nécrosante, trouble pancréatique,
hémorragie ulcéreuse de I“estomac,
Systeme sanguin et lymphatique
Peu fréquents Anémie, leucopénie, thrombocytopénie, lymphadénopathie, anémie

hypochrome, leucocytose, éosinophilie

Rares Lymphocytose, pétéchies, anémie ferriprive, cyanose, lymphoedeme,
polyglobulie, pseudolymphome, anémie mégaloblastique, splénomégalie,
purpura, thrombocytémie, purpura thrombopénique, leucémie chronique,

trouble de la coagulation, anomalie des

érythrocytes, état pseudoleucémique, lymphangite,

1.6. Toxicologie
1.6.1.Toxicité aigué

La toxicité aigué de la prégabaline est faible. Les animaux ayant recu de la
prégabaline par voie orale dans le cadre d’études portant sur 1’administration d’une dose
unique et de doses multiples étaient : hypoactifs, hyperactifs et/ou ataxiques ; ces
comportements sont souvent liés a I’emploi de médicaments agissant sur le SNC. Aucun effet
toxique significatif sur les organes cibles n’a été observé chez les rats traités pendant une
période maximale de 52 semaines ni chez les singes traités jusqu’a concurrence de 69
semaines, alors que ’exposition était au moins 8 fois supérieure a celle qu’on obtient en
moyenne chez 1’étre humain a la dose maximale recommandée de 600 mg/jour. Les effets de

la prégabaline chez les animaux jeunes et adultes étaient semblables. Des études de toxicité
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aigué orale et intraveineuse ont été menées chez la souris et le rat. L’administration d’une
dose unique de 5000 mg/kg par voie orale ou de 300 mg/kg par voie intraveineuse (la plus
forte dose possible par cette voie compte tenu des limites de solubilité et de volume) a
entrainé I’hypoactivité chez la souris et le rat, ainsi que de la diarrhée et la coloration des
urines chez le rat, sans toutefois provoquer la mort ou la modification des paramétres
biochimiques cliniques. Aucune altération macroscopique ou histopathologique liée au
médicament n'a été constatée chez les rongeurs ayant recu une seule dose par voie orale ou

intraveineuse (Mylan Pharmaceuticals. 2017).
1.6.2. Toxicité génetique

Le potentiel génotoxique de la prégabaline a été évalué dans le cadre d’une batterie de
tests. La prégabaline n’a pas eu d’effet mutagene sur les bactéries cultivées (jusqu’a
concurrence de 5000 pg/boite de Petri), avec ou sans ’activation métabolique assurée par le
surnageant post mitochondrial du foie de souris B6C3F1 ou CD-1, ou encore de rats Wistar
traités par Arcelor 1254. Aucun signe de mutagénicité ou d’aberration structurale des
chromosomes n’a été observé dans des cellules de mammiféres in vitro a des doses pouvant
atteindre 1600 pg/ml, avec ou sans activation métabolique. La prégabaline n’a pas declenché
la synthése d’ADN non programmée dans les hépatocytes de souris B6C3F1 ou CD-1, ou
encore de rats Wistar ayant recu une dose unique par voie orale pouvant atteindre 2000
mg/kg. Le nombre de cellules porteuses de micronoyaux n“a pas augmenté¢ dans la moelle
osseuse des souris B6C3F1 ou CD-1 ni des rats Wistar exposes & une dose orale unique allant
jusqu’a 2000 mg/kg. Ces résultats prouvent que la prégabaline n’a pas d’effet génotoxique
gue ce soit in vitro ou in vivo (Mylan Pharmaceuticals. 2017)

Les études actuellement disponibles sur la prégabaline (PGB) montrent cependant une
supériorité de cette molécule par rapport a la gabapentine (GBP), notamment en termes
d’efficacité, de propriétés pharmacocinétiques et de biodisponibilité orale aux doses utilisées
en pratique clinique, au prix d’une augmentation substantielle de certains effets indésirables.
Par ailleurs, son efficacité, évaluée au cours de trois essais cliniques multicentriques
randomisés en double aveugle contre placebo entierement publiés, semble équivalente a celle
des autres nouveaux antiépileptiques. Dans cet article, au travers des données de la littérature
actuellement disponibles, nous essaierons de définir la place potentielle de ce ‘“nouvel
antiépileptique” et son mode d’utilisation dans la prise en charge des épilepsies partielles
résistantes. (Guye et Chauvel. 2005)
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11.1. Définition

Calligonum comosum est une espece de plante a fleurs de la famille des
Polygonaceae. Cette plante contient des polyphénols antioxydants; C. comosum est utilisé
comme source de bois de chauffage sans fumée et pour le tannage du cuir. De plus, il est
utilisé dans la médecine folklorique traditionnelle (WALIED et al .2015)

Figure 3: Calligonum comosum
(https://en.wikipedia.org/wiki/Calligonum_comosum)

11.2. Description botanique

C'est un plant arbuste a branches rameuses et flexibles, sans tronc. Fleurs blanches
petites, fruit de 1 a 2 cm portant des poils. Le fruit a en coupe une forme de croix. Plante
excellent fixateur de dunes, une butte se forme au cours des années, sous la butte se trouvent

les branches de la plante, et leur taille et nombre est impressionnant (Bowles.2004)
11.3. Classification

Place dans la systématique (Lahlou.2004)

Tableau 3 : Classification de Calligonum comosum

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Polygonales
Famille Polygonaceae
Genre Calligonum
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Espece Calligonum comosum
11.4. Localisation géographique

Il est originaire du Sahara, de Socotra, de la péninsule arabique et du Moyen-Orient

jusgu'au Pakistan et au désert du Rajasthan dans I'ouest de I'Inde.
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Figure 4: Localisation de Calligonum comosum dans le monde
(https://en.wikipedia.org/wiki/Calligonum_comosum)

11.5. Etude phytochimique de Calligonum comosum

Etude phytochimique a été faite par El Sayyqd et wanger en 1978. les resultat de isolation et
identofication chimique et spectroscopique sont ; flaonoids kaempferol ,quercetin , quercetin-
2-O-beta-D-glusides (isoquercetin) et kaempferol-3-O-beta-D-glucuronide, procyanidines et

carotenoids violaxanthin et neoxanthin.
11.6. Effet thérapeutique

Calligonum comosum est utilisé en médecine folklorique traditionnelle pour traiter les maux
de ventre et les maux de dents.
Plusieurs études ont démontré un certain nombre d'effets biologiques de I'extrait de C.
comosum dans des modeles animaux, notamment les activités thérapeutiques inclus :
Activités anti-inflammatoires, activités antioxydative, activités anti-ulcéreuses

gastriques
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activités antihyperglycémiques activités anticancéreuses chez des souris inoculées avec
des cellules de carcinome d'ascite d'Ehrlich (WALIED et al ,2015).
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Chapitre I: Matériel et méthode

I.1.Matériels
1.1.1. Matériel végétal

La plante utilisée dans ce travail est le partie aérienne de Calligonum comosum L, a été
Collecté dans la région d'El Ghenami, Province de Ouargla, lavés plusieurs fois, séché dans

une chambre sombre et aérée pendant deux semaine, et conservé dans un récipient en verre

Figure 5 : la partie aérienne de Calligonum comosum L (photo originale).

1.1.2. Les animaux
1.1.2.1. Condition d’élevage

Notre étude a réalisé sur vingt-sice rats malles de type Wistar, provenant de I’institut
pasteur d’Alger, agés de huit semaines avec poids de 196.65+.21.303 Les animaux sont
¢élevés a I’animalerie de la faculté de sciences de nature et de la vie, a I’'université Echahid
Hamma Lakhdar-El-Oued. IIs soumissent a une période d’adaptation aux conditions de
I’animalerie pendant un mois d’environ a une température de18+0,18°C. Les rats sont logés

dans des cages plastique et nourris par un régime alimentaire standard.
1.1.2.2. Traitement des animaux

Apres la période d’adaptation, les rats ont réparti en quatre groupes de cing rats chacun,
les rats sont traités comme suit pendant 28 jours

Groupes 1 (T) : Rats sain (témoin)

Groupes 2 (Cc) : Rats exposeés au extrait de plant (100mg/1kg bw) pendant 28 Jours

Groupes 3 (PGB) : Rats exposées au Prégabaline (200mg/kg bw) pendant 28 Jours.

Groupes 4(PGB + Cc) : Rats exposées au Prégabaline pendant 28jours et traité les

deux dernieres semaines par plant (Calligonum comosum L).
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2.3. Sacrifice et prélevement de sang et organe

Les rats sont anesthésiés par chloroforme (94%) aprés 16h de je(ine et sont sacrifié part
décapitation). Les prélévement sanguin s’effectue au moment de sacrifice des rats réecupéré
dans des tubes sec préalablement étiquetés et numerotés pour chaque rat puis séparé par
centrifugeuse a 3000 tours/ min pendant 15 minutes, le sérum obtenu est conservé a une
congélateur jusqu’au moment des analyses biochimiques (urée, créatinine, acide urique

cholestérol protéine totaux, triglycérides, TGO, TGP, LDH, glycémie).

2. .
20 rats malles de type Wistar

Re — | — ad
' v | ' '

Controle Cc PGB PGB+ Cc

e

28 jours de traitement

i =

Organes
Testicule Rein

Parameétres /
Hématologiques
Analyse
Parametres histologique

Biochimique

Figure 6 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental d'étude vivo
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1.1.3. Réactif et produits utilisés

Chlorure d’hydrogeéne (HCI), méthanol, chloroforme ,réactif de Mayer ,réactif de
Wagner , acide sulfurique, folin-Ciocalteu (FCR ) carbonate de sodium (Na,COs3),acide
gallique , tris chlorure de sodium (NaCl), ammoniac acide nitrique (HNO3) ,acide salicylique
, acide trichloracétique (TCA), NAOH EDT , éthanol , solution de ferricyanure de
potassium (K3Fe) , acide de trichloracetique (TCA) chlorure ferrique (FeCls),vitamine C,
2,2_-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH).

1.2. Méthodes
1.2.1. Méthode d’Etude in-vitro
1.2.1.1. Méthode de préparation de I’extrait aqueux

10g de la plante seche de Calligonum comosum L avec 100 ml d’eau distillée Placer
dans un bécher avec un peu d'agitation dans l'obscurité pendant 24 heures, puis filtrés par

papier Jusuf, ensuit a été évaporés a 1’aide de 1’’étuve (Majhenic et al., 2007) (Figure 07).
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X @0

-

o 2

100 ml d'eau distillée + 10g de matiére Végétale (Cc)

Sr 3

Macération a température ambient

- e

Evaporer le filtrat

Extrait aqueux de Calligorrum Comosum L préparé pour effectuer =
* Préparation d'extrait aqueux
* quantité de composés phytochimiques composés

*» Analyse HPLC

Figure 7 : Schéma de préparation de I'extrait aqueux Calligonum comosum L.
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1.2.1.2. Analyse photochimiques

Les tests photochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés de la plante en milieu
aqueux par des techniques de caractéristiques qualificatives, selon les méthodes selon les
méthodes de (Evans. 2009 ; Harborne., 1998 : Wadood et al, 2013).

v Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1 ml d’extrait a ’analyse. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCL et ajouter gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube et
quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc
ou brun respectivement révele la présence d’alcaloides.

v' Tannins

Dans un tube & essai, introduire 2.5ml d’extrait a analyser et ajouter 0.5ml d'une
solution aqueuse de FeCl3 a 2 %. La présence des tanins est indiqué par une coloration
verdatre ou bleu- noirétre.

v" Flavonoides

Ajourer dans tube a essai, 2.5ml d’extrait a tester ,2.5 ml d’ammoniac dilué et 0.5ml de
H2S04 I’apparition d’une coloration jaune preuve la présence de flavonoides.

v’ Saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 2ml d’extrait a analyser, mélangé avec 2ml d’eau
distillée dans tube a essai et ont agité vigoureusement. La formation d’une mousse de sable a
été prise comme une indication de la présence de saponine.

v Terpénoides
Dans un tube a essai, ajouter a 2.5ml d’extrait de plante, 1 ml de chloroforme et 1.5 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un couleur brun rougeatre indique la présence

des terpénoides.
1.2.1.3. Méthode de dosage des poly phénols totaux

La quantité totale de composés phénoliques a éte déterminée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu. Ajouter 0,2 ml d’extrait aqueux d’ Calligonum comosum L a 1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu a 10 %. Apres 4 min, 800ul de carbonate de sodium saturé (75 g/L) ont été
ajoutés. Apres incubation pendant 2 heures a température ambiante, ’absorbance a été
mesurée a 765 nm. Afin d’assurer des résultats reproductibles, les tests ont été effectués trois

fois (Slinkard et Singleton, 1977). Le contenu phénolique total a eté calculé en
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milligrammes d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait selon une équation

d’étalonnage linéaire pour I’acide gallique utilisé comme standard.
1.2.1.4. Méthode de dosage des Flavonoides

Ajouter 1 ml de chaque échantillon et de standard (préparé dans du méthanol) a 1 ml de
solution AICI3 (2 % dissous dans du méthanol). Aprés 30 minutes, mesurer I'absorbance a
Amax=430 par rapport au blanc réactif préparé (Ahn. MR., et al 2007). Les concentrations en
flavonoides ont été déduites d'une gamme de courbe d'étalonnage (5-10-20-35-50 mg/ml)
établie avec la quercétine . Toutes les mesures ont été répétées 03 fois par la méme procédure
de dosage. Les résultats sont exprimés en mg d'équivalents de quercétine/g d'extrait.

Analyse qualitative par HPLC

A l'aide d'un équipement de balayage et d'une chromatographie liquide & haute
performance, les composants actifs ont été découverts (HPLC). Pour I'étude des produits
chimiques phénoliques dans I'extrait brut, nous avons utilis¢ HPLC avec UV-Vis type
Shimadzu LC20 AL équipé de l'injecteur universel (Hamilton 25I), une colonne analytique
était un Shim-pack VP-ODSC18 (4,6mm250mm, 5m), et détecteur UV-VIS type SPD 20A
(Shimadzu). Les études de chromatographie en phase inverse ont été menées en utilisant des
résidus aliphatiques non polaires, et la phase mobile comprenait un gradient d'élution d'une
combinaison d'acétonitrile et d'acide acétique (0,1 %). Le volume d'injection était de 0,45uL
et le débit était de ImL/min. La longueur d'onde de surveillance était de 268 nm, et le volume
d'échantillon et d'injection standard était de 20 pL.

La durée de rétention et I'absorbance UV de divers composés ont été comparées a celles

des étalons pour les identifier.
1.2.1.5. Méthode d'analyse de I'activité antioxydant (test DPPH)

La solution de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl est préparée en solubilisant 2,4 mg de
DPPH dans 100 ml de méthanol. 1 ml de chaque extrait phénolique (ou acide ascorbique en
tant que standard) (5, 25, 50, 75, 100, 125 mg / I) est ajouté a 1 ml de la solution de DPPH
préparee précédemment. Le mélange réactionnel est immediatement secoue, puis maintenu
dans le noir pendant 30 min a température ambiante pour que la réaction soit accomplie.
L'absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 517 nm contre le contrdle (méthanol-eau
distillé) (Mansouri et al., 2005). Pourcentage d'inhibition (IP) = [(Un contréle - Un
échantillon) x 100] / Un contréle ou Un contrdle est I'absorbance du contréle (contenant tout
le réactif sauf I'échantillon) et Un échantillon est I'absorbance de I'échantillon, les deux étant

mesurés at517 nm.
21



Chapitre I: Materiel et méthode

Dosage du pouvoir réducteur (RP)

Les méthodes d'Oyaizu ont été utilisées pour calculer le pouvoir réducteur de
I'extrait. Les eéchantillons ont été combinés avec un tampon phosphate (2,5 mL, 0,2 M, pH
6,6) et une solution aqueuse de ferricyanure de potassium a 1 % (2,5 mL, K3 [Fe (CN) 6]) a
diverses concentrations (mg/mL) dans de l'eau distillée. Apres avoir ajouté des aliquotes
d'acide trichloracétique (2,5 ml, solution aqueuse a 10 %), le mélange a été incubé a 50°C
pendant 20 minutes avant centrifugation pendant 10 minutes a 3 000 tr/min. Le surnageant
(2,5 ml) et l'eau filtrée ont eté mélangés avec une solution de FeCI3 (0,5 ml, 0,1 %)
fraichement fabriquée (2,5 ml). L'absorbance a été déterminée a une longueur d'onde de 700

nm. L'utilisation de I'acide ascorbique comme témoin positif a été utilisée (Oraiza, 1986).
1.2.2. Méthode d’étude in-vivo
1.2.2.1. Détermination des parametres Biochimique

Les taux d'urée sérique, acide urique, créatinine, de protéines sériques et lipide dans le
sérum ont eté déterminés a l'aide du kit commercial de Spinreact, Espagne (réf : urée-20141,
acide urique-20091, créatinine-20151 cholestérol-20111, et triglycéride-20131,). Et pour les
enzymes sont aussi mesuré par ’utilisation de kits commercial (Spinreat, ref: GOT-20042,

GPT-20046)
1.2.2.2. Etude histopathologique des tissus du foie, des reins et des testicules

La partie du foie, des reins et des testicules a été retirée des rats apres qu'ils aient été
tués et placés dans un fixateur (10 % de formaldéhyde) jusqu'a ce qu'il soit temps de préparer
les tranches pour l'analyse. Les échantillons ont été déshydratés dans des séries graduées
ascendantes d'éthanol (60 %, 70 %, 80 % et 100 %), nettoyés avec du xyléne et immergés
dans de la paraffine. Des sections de 4 a 6 um ont été préparées a partir de blocs de paraffine
a laide d'un microtome rotatif Histoline (Thermo Scientific (Micron HM 325)).
L'hématoxyline et I'éosine ont été utilisées pour colorer I'image. A l'aide d'un microscope

optique, une observation histopathologique a été effectuée.
1.2.3. Méthode d'analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + Ecartype moyen.
L'analyse des données a été effectuée par application du test T de Student, qui est basé sur la
comparaison entre deux moyennes, en utilisant le logiciel MINITAB (Version 13Fr) et

EXCEL (Version 2019) qui nous aide pour faire les tests et les courbes.
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11.1. Etude phytochimique de I'extrait aqueux Calligonum comosum L
11.1.1. Rendement d'extraction

Le rendement d'extraction était de 10.695 + 0.275 % de matiere végétale séche.
11.1.2. Criblage photochimique

L'analyse photochimique a révélé la présence de flavonoides, de tanins, d'alcaloides, de
saponines, de terpenoide dans I'extrait aqueux Calligonum comosum L. (Tableau 3).

Tableau 4 : Composition photochimique de I'extrait aqueux de Calligonum

comosum L.

Composés phytochimiques Calligonum comosum (aqueous extract)
Polyphenols (+)
. Mayer ()
Alkaloids Wagner )
. Catechin (+)
Tannins Gallic o)
Flavonoids (+)
Saponines (+)
Terpenoide (+)

- = absence de photochimiques

+ = présence de photochimiques
11.1.3. Quantification des composés photochimiques

Les composés phénoliques et flavonoides totaux ont été exprimés en termes d'acide
gallique équivalent (mg GA eq/g extrait sec) et d'équivalent Quercétine (mg Q eqg/g extrait
sec) Respectivement, en utilisant les équations suivantes basées sur la courbe d'étalonnage :

y = 0.0096x+0, 0521, R?*= 0,994 pour les composés phénoliques et Y= 0,0104x+0,0819
R?=0,9925 pour composés de flavonoides.

Tableau 5 : Teneur totale en phénols, flavonoides.

Composes Calligonum comosum L
Composé phénolique total (MgGAE/g extrait) 185.073+4.013
Flavonoids (mg Q eg/g dry wt) 21,75+2,86

11.1.4. Analyse qualitative par HPLC

Les résultats de la séparation de I'extrait aqueux de par HPLC sont illustrés dans le
chromatogramme C.comosum (Figure 08).
L'HPLC a identifié huit composés de neuf composés de référence au niveau des

composés phenoliques sur 60 pics dans I'extrait brut aqueux de C.comosum. L'analyse a
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révélé que la quercétine (6499,419ug/g) était le composé phénolique le plus abondant,
également caractérisé par une teneur élevée en rutine (4618,419ug/g). D'autre part, une teneur
moderée en acide chlorogénique (677 156 pg/g) et en acide gallique (529 050 pg/g), tandis
que seules des traces de certains composés phénoliques identifiés, la vanilline (78 914 ug/g)
et I'acide p-coumarique (12 958 ug /g) ont été détectes dans C.C.

Tableau 6 : Temps de rétention et concentration des composés phénoliques
identifiés dans I'extrait aqueux C.comosum

Composés phénoliques  Temps de repos (min) Contenu de I'équation Concentration (ug/g extrait)

L'acide chlorogénique 13.392 y=21665x 677,156
Acide caféique 16.277 y=84066Xx 201,624
Acide p-coumarique 23.817 y=49495x 12,958
Acide gallique 5.29 y=54681x 529,050
Acide vanillique 15.53 y=65077x 159,189
Naringine 34.788 y=19379x ND
Rutine 28.37 y=28144x 4618,419
Quercétine 45.047 y=45378x 6499,760
Vanilline 21.46 y=58930x 78,914

y : aire du pic HPLC, x : concentration (ug/mL), ND : non détecté

mv
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Figure 8 : Chromatogrammes HPLC de I'extrait de C.c : 1 : Acide chlorogénique ; 2
Acide caféique ; 3 : acide p-coumarique ; 4 : Acide gallique ; 5 : Acide vanillique ; 6 : Rutine
; 7 : Quercétine ; 8 : Vanilline

11.2. Capacité antioxydante in vitro

Les résultats des activites de piégeage des radicaux DPPH et hydroxyle et le résultat du
pouvoir réducteur basé sur le FRAP par extrait aqueux de Calligonum comosum L et

différents antioxydants standards sont résumés dans les tableaux 6 et 7. Il existe des
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différences remarquables dans la capacité antioxydant parmi les antioxydants testés ; lI'activité
antioxydant de Cc était trés inférieure a celle de l'antioxydant standard avec ses valeurs
pourcentage d'inhibition pour le DPPH de extrait Cc 57.337 % et 60.068% et 66.552%
respectivement , alors que valeurs pourcentage d'inhibition de ascorbique 73.037 % et
81.228% et 81.569% respectivement , Donc I'extrait de plante était bon et Presque identique a
Vitamine C . Et le pouvoir réducteur de FRAP était de 0.1415 + 0.000707 extrait. Alors qu'un
ascorbique avait les activités de DPPH et de piégeage des radicaux hydroxyles les plus
élevées avec une valeur IC50 de 0.685 £ 0.007071 respectivement.

Tableau 7: EC50 en DPPH de pouvoir réducteur FRAP de I'extrait aqueux de
Calligonum comosum L .

I'échantillon EC50 mg/mL
Calligonum comosum L 0.1415 + 0.007
A. ascorbic 0.685 + 0.0071

Tableau 8 : Pourcentage d'inhibition de I'extrait aqueux de Calligonum comosum L et

pourcentage d'inhibition de vitamine C en termes de concentration

Concentration (ug/mL) Pourcentage d'inhibition Pourcentage d'inhibition
(plant) (vitamine C)
5 57.337 73.037
25 60.068 81.228
50 66.552 81.569
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11.3. Etude in vivo
11.3.1. Etude de toxicité aigué

D'aprés le reésultat de I'étude de toxicité aigué de l'extrait aqueux de Calligonum
comosum L chez le rat, il n'y a eu aucun changement significatif dans le comportement ou les
activités physiques et aucune mortalité n'a été enregistrée dans aucun des groupes de test en

24 h, 72 h et jusqu'aux deux semaines de suivi de la période de I'étude (Tableau 8).

Tableau 9 : Effets toxiques potentiels de I'extrait de Cc chez le rat.

Dose (mg/kg) Symptdmes toxiques | Déces
Contrdle Aucun 0
100 Aucun 0
1000 Aucun 0
2000 Aucun 0

3.2. Effets curatifs du Calligonum comosum L sur prégabaline
3.2.1. Gain de poids corporel, poids relatif des reins, testicule et du foie

L’exposition au PGB chez les rats a entrainé une augmentation significative(p<0.05) du
gain de poids corporel par rapport au témoins, le traitement PGB+Cc a entrainé une
augmentation haute significative (p<0.001) du gain de poids corporel par rapport au témoins,
pendant I’exposition au Cc a entrainé une augmentation haute significative (p<0.001) du gain
de poids corporel par rapport au témoins des rats (table 9).

Tableau 10 : Gain de poids initial et gain de poids corporel chez groupes témoins et
expérimentaux.

Parameétre Controle Cc PGB PGB+Cc
Poids corporel 197+11.958 193.8+24.681 190.6+23.607 205.2+26.432
initial (g)
Gain De Poids 4.619+1.24 8.334+0.857 6.230+0.679" 11.510+0.797¢
corporel (g/d)

*: significative, **: trés significative, ***: haute significative.
a : significative, b: tres significative, c: haute significative.

L’exposition du PGB a entrainer une augmentation haute significative(p<0.001) du gain
de poids au niveau de rein, et augmentation trés significative(p<0.01) au niveau (testicule)

pendant que aucun effet significatif au niveau de (foie). Pendant le traitement PGB+Cc, Cette
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plante provogqué augmentation haute significative du gain de poids (p<0001) au niveau de foie
et une diminution significative du gain de poids (p<0.05) au niveau de rein. Pendant que
aucun effet significatif au niveau de testicule. L’exposition au CC a entrainer une
augmentation haute significative (p<0.001) au niveau de (foie, testicule) et une augmentation
trés significative (p<0.01) au niveau de rein (table 10).

Tableau 11 : poids relatifs des reins, testicule et du foie chez groupes témoins et
expérimentaux :

Parametre Rein Foie Testicule
Controle 0.62+0.0131 2.654+0.0548 2.0350+0.0327
Cc 0.66+0.00894 2.9+0.066 2.1728+0.0136
PGB 0.688+0.0124" 2.668+0.095 2.1237+0.0265
PGB+Cc 0.655+0.0112° 2.915+0.0539° 2.1323+0.0296

3.2.2. Parametres Hématopoiétiques

L’exposition au PGB a entrainer une diminution haute significative (p<0.001) de taux
PLT, avec une diminution significative (p<0.05) de taux (HGB, GR). Pendant que aucun effet
significatif de taux HCT. Pendant le traitement PGB+Cc, Cette plante a entrainer une
augmentation haute significative (p<0.001) de taux PLT et diminution haute significative
(p<0.001) de taux HCT et diminution trés significative (p<0.01) de taux HGB, pendant que
aucun effet significatif de taux GR, I’exposition au Cc a entrainer une diminution haute
significative (p<0.001) de taux PLT avec une augmentation significative (p<0.05) de taux
HCT. Pendant que aucun effet significatif de taux GR, HGB (table 11).

Tableau 12 : Les paramétres hématopoiétiques chez les sujets témoins et groupes
expérimentaux

Paramétre GR PLT HCT HGB
Contrle 8.4133+0.0484 | 786+20.7 42.033+0.188 | 15.68+0.046
Cc 8.46+0.112 752247717 | 43.5+0.571 16.04+0.198
PGB 8.3725+0.0819° | 673.6x11 42.04+0.489 15.24+0.195
Cc+PGB 8.077+0.102 71246.76° 40.167+0.376° | 14.7+0.132°

L’exposition au PGB a entrainer une diminution haute significative (p<0.001) de taux
GRAN et augmentation significative (p<0.05) de taux LYM. Pendant que aucun effet
significatif de taux GR., pendant le traitement PGB+Cc, Cette plante provoqué une

diminution haute significative (p<0.001) de taux LYM, GB, pendant que aucun effet
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significatif de taux GRAN. - L’exposition au Cc a entrainer aucun effet significatif de taux

LYM, GB, GRAN (table 12).

Tableau 13
Parameétre LYM GB GRAN
Controle 5.28+0.302 9.62+0.536 3.340+0.225
Cc 6+0.379 10.2+0.755 3.4620.221
PGB 6.42+0.442" 8.98+0.525 1.940+0.105
Cc + PGB 4%0.2° 7+0.404° 1.967+0.145

3.2.3. Parametres biochimiques

L’exposition de PGB chez les rats a entrainer une augmentation haute significative
(p<0.001) de taux TGP, LDH. Et augmentation trés significative (p<0.05) de taux TGO.
Pendant traitement PGB+Cc ,Cette plante diminution haute significative (p<0.001) de taux
TGO, TGP .et diminution significative (p<0.05) de taux LDH. L’exposition au Cc a entrainer

une augmentation trés significative (p<0.01) de taux LDH, avec aucun effet significatif de

taux (TGO, TGP) par rapport au témoin.
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Figure 9 : Activités des enzymes hépatiques et sériques dans les groupes témoins et
expérimentaux

L’exposition au PGB a entrainer une augmentation haute significative (p<0.001) de taux
Uree, et une augmentation significative (p<0.05) de taux acide urique, pendant que aucun
effet significatif de taux créatinine. Pendant le traitement pgb + cc, cette plante a entrainer une
diminution haute significative (p<0.001) de taux uree, acide urique. Pendant que aucun effet
significatif de taux creat, ’exposition au cc aucun effet significatif de uree, creat, acide
urique.

Tableau 14 : Valeurs moyennes des parametres réenaux dans les groupes controle et
expérimental

Parameétre urée (mg/l) créatinine (mg/l) | acide urique (mg/l)
Contrdle 0.51333 £ 0.00963 | 5.22+0.0464 12.46+0.859

Cc 0.51667 £0.00717 | 5.2825 +0.0546 | 11.923+0.595
PGB 0.5575 £0.0112" | 5.435+0.180 14.684+0.948"
Cc+PGB 0.4825+ 0.00614° | 5.195+0.189 10.285+0.766°

L’exposition de PGB a entrainer une augmentation haute significative (p<0.001) de taux
(Glucose), et une augmentation significative (p<0.05) de taux (cholestérol, Triglycéride) ,
pendant le traitement PGB + Cc , Cette plante a provoquer une diminution haute significative
(p<0.001) de taux (Glucose) , et diminution tres significative (p<0.01) de taux (cholestérol) ,
pendant que aucun effet significative de taux (Triglycéride) . Pendant ce temps, le traitement

avec l'extrait aqueux de C.c seul n'a aucun effet sur la plupart de ces paramétres.
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Figure 10 : Glycémie, cholestérol et tri glycéride moyenne et valeur biochimique du sang
chez les sujets témoins et groupes expérimentaux.

3.2.4. Parametres hormoniques

L’exposition au PGB aucun effet significatif de taux (testostérone, FSH, LH). Pendant le
traitement PGB+Cc, Cette plante aucun effet significative de taux (testestérone, FSH, LH).
L’exposition au Cc a entrainer une augmentation trés significative (p<0.01) de taux FSH, et

une diminution significative (p<0.05) de taux (testostérone), pendant que aucun effet
significatif de taux LH (table 14).
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Tableau 15: les paramétres hormoniques chez les sujets témoins et groupes
expérimentaux

parametre Testesterone FSH LH

controle 7.33+1.38 0.16+0.005 0.6175+0.0253
Cc 4.865+0.807 0.17667+0.00441" | 0.5907+0.0117
PGB 6.315+0.946 0.16+0.01 0.6110+0.0201
Cc+PGB 5.895+0.418 0.16+0.00289 0.6118+0.226

3.2.5. Etudes histopathologiques
3.2.5.1. Foie

Des images microscopiques optiques du tissu hépatique ont montré une structure
cellulaire hépatique normale et intacte avec une région centrale et porte normale dans le
groupe témoin et les groupes Cc (Figure 9), tandis que dans le groupe de souris empoisonnées
a la PGB, une pathologie pathologique sévere des changements et une modification du tissu et
de la structure du foie sont apparus sous forme de dégénérescence et d'expansion dans le
milieu, de congestion, de rougeur et d'expansion des sinus hépatiques et d'accumulation de
cellules inflammatoires autour de la veine centrale. En outre, infiltration sévere des zones du
tractus porte avec des cellules inflammatoires, congestion et dilatation de la veine porte et
cedéme (Figure 10). Cependant, le foie de rats PGB traité avec l'extrait de Calligonum
comosume L a significativement amélioré et traité les changements histologiques et amélioré

la nécrose cellulaire et I'népatite (Figure 11).
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Figure 11 : Coupe de foie de groupe Controle (A) et Cc (B) montrant des cellules

hépatiques normales.
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Figure 12 : Coupe du foie du groupe PGB montrant : (a) congestion et dilatation
sinusoidales, vacuolisation cytoplasmique (b) rougeur et expansion des sinus hépatiques
et accumulation de cellules inflammatoires .
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Figure 13 : La coupe du foie(Pgb+Cc) montre une amélioration des cellules
hépatiques et un retour a la normale

3.25.2. Rein

L'observation microscopique des coupes histologiques et de la structure rénale des
souris du groupe témoin et du groupe Cc a montré une structure rénale normale et non lésée
contenant des glomérules, des tubules et des régions corticales et médullaires, tous présentés
normalement (Figure 12). Cependant, des coupes histologiques de rats empoisonnés a la Pgb
ont révélé de graves lésions des tissus réenaux. Une accumulation tissulaire inflammatoire, une
atrophie des glomérules, une nécrose tubulaire, une dilatation tubulaire, une lumiere, une
congestion, une néphrite interstitielle lymphatique, une nécrose cellulaire et une hypertrophie
de I'espace de Bowman ont été observées dans les coupes rénales de ce groupe (Figure 13).
En revanche, il a été observé dans le groupe (Pgb + Cc), lorsque nous avons traité les rats
avec l'extrait aqueux de Calligonum comosum L, une amélioration de la forme de la structure
rénale, et le traitement a contribué a réduire et partiellement traiter les lésions tissulaires

rénales aigués, en plus de traiter les infections rénales (Figure 14).
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Figure 14 : Coupe de Rein de groupe Contréle (A) et Cc (B) montrant des cellules
normales.

Figure 15 : Coupe du Rein du groupe Pgb montrant : Accumulation tissulaire
inflammatoire( fleche orange), atrophie des glomérules (fleche bleue), nécrose (C)
lumiere tubulaire( fleche verte)
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Figure 16: La coupe du Rein (Pghb+Cc) montre une amélioration des cellules et un
retour a la normale

3.2.5.3. Testicules

L'observation microscopique des tissus testiculaires du groupe témoin et du groupe CC
a montré que la structure et les tissus des testicules semblaient normaux, en bon état et
gu'aucun changement pathologique n'était observé (Figure 15). Alors que dans le groupe de
rats intoxiqués a la prégabaline a la dose de (200 mg/kg) celle-ci provoquait des lésions
séveres, des modifications et des perturbations dans les tissus ainsi que dans la structure des
testicules, et ces lésions se caractérisaient par la destruction des cellules germinales et des
tubules séminiféres, une congestion des vaisseaux sanguins, la présence d'une nécrose
tissulaire focale, un gonflement des testicules et une rupture tissulaire (Figure 16). ). D'autre
part, dans le groupe de rats traités avec Calligonium comosum L, une inhibition marquée des
réponses destructrices induites par la prégabaline a été observée, et le sauvetage des testicules
du gonflement, de la congestion vasculaire et des divers changements pathologiques qui se

sont produits (Figure 17) a été observe.
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Figure 17: Coupe de Testicule de groupe Contré6le (A) et Cc (B) montrant des
cellules normales

Figure 18: Coupe du testicule du groupe PGB montrant : un gonflement des
-

testicules et une rupture tissulaire ( " ). TS (Tube Séminifére)
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Figure 19 : La coupe du testicule (Pgb+Cc) montre une amélioration des cellules
et un retour a la normale. TS (Tube Séminifére)
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Discussion

La prégabaline était couramment consommee par les jeunes. Son acces facile depuis les
pharmacies sans ordonnance a créé des marchés noirs et largement distribué le médicament.
L'étude actuelle a prouvé que la prégabaline affectait négativement les rats. L’exposition
cumulative prolongée a des composes chimiques pourrait avoir des effets nocifs conséquences
sur la santé humaine et pourraient évoluer vers des maladies chroniques (Sears et Genuis.
2012). D'autre part, il est généralement rapporté que la nutrition peut atténuer les effets
néfastes des composés chimiques (Mohammadi et Ahmad izadeh. 2018). Donc, ce travail
présente de nouvelles recherches pour évaluer la toxicité potentielle du Pregabaline. Sur
différents organes cibles pendant 28 jours d'exposition chez le rat et d'étudier 1’amélioration
des effets de Calligonum comosum L contre la toxicité de Pregabaline.

La chimie des plantes est a la base des utilisations thérapeutiques des herbes. Une bonne
connaissance de la composition chimique des plantes conduit & une meilleure compréhension
de son éventuelle valeur médicinale (Hussein et EI-Anssary. 2018). Analyse phytochimique
des extraits aqueux de Calligonum comosum L a réveélé I'existence de hombreux composés
bioactifs Polyphénol, Terpenoide, flavonoides, tanins, alcaloides, et saponines.

Les métabolites secondaires produites par cette plante possédent plusieurs activités
pharmacologiques telles que , traiter les maux de ventre et les maux de dents, leur action sur
le drainage hépatique et rénal ainsi que les effet antioxydants , antidiabétiques,
antimicrobiens, anti-inflammatoires, anti-mutagenes, activités anticancéreuses
antihypertention, les maladies cardiovasculaires (walied et al .2015) , Ensuite, le contenu
phénolique total a (185.073 +4.0134mg GAeq /g poids de sec)été estimée a Par conséquent, il
peut étre a déclaré que Calligonum comosum L est une source importante de composes
phénoliques, De plus, Les données HPLC ont révélé la présence de 8 composes phénoliques
(acide chlorogenique, acide caféique , acide p-coumarique , acide gallique , acide vanillique ,
naringine, rutine, quercétine , vanilline) .

La présence de chaque métabolite secondaire dans Calligonum comosum L, nous donne
une justification de l'utilisation traditionnelle de cette plante dans le traitement de divers
problémes de sante.

La diminution et augmentation du poids corporel est un indicateur important pour
évaluer la détérioration de la santé statut (Ullman-Culleré et Foltz. 1999). Dans notre étude,
I'exposition au PGB a une dose (200 mg/kg)a entrainé une augmentation significative du

poids corporel et du poids relatif du rein et testicule résultat des effets directs de PGB et cela
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explique qui ont rapporté une importante augmentation du gain de poids corporel des animaux
intoxiqués au PGB Suggerant que le gain de les poids corporels peuvent étre dus a la a accrue
des lipides accumulation des lipides et des protéines en tant que  résultat des effets directs
de PGB ( Lyrica) est également lié & une augmentation de I'appétit et de la rétention d'eau.

L'exposition par (PGB)Lyrica peut également provoquer un cedéme périphérique
(gonflement des mains, des jambes et des pieds), qui peut étre associé a une prise de poids
(Pfizer.NY(2020) Lyrica product information). En revanche, le traitement par Calligonum
comosum L avec PGBa restauré les poids du des reins proches de la normale, ce qui peut
indiquer I'effet bénéfique et gain de poids corporel donc le Cc a augmenté I'appétit.

Le systeme hématopoiétique est une cible critique pour la toxicité du PGB (Wilbur et
al. 2007). L’exposition au PGB chez des rats qui provoque leucopénie, lymphocytopénie et
anémie induites par PGB chez des rats, Les anémies dues a une insuffisance de production de
globules rouges et de I’hémoglobine par la moelle osseuse sont la conséquence de un manque
de fer, de vitamine B12 ou de vitamine B9, éléments indispensables a la fabrication de
I’hémoglobine et des globules rouges. C'est la cause la plus fréquente d'anémie ; une maladie
inflammatoire chronique. L’utilisation du fer pour la fabrication des globules rouges peut étre
perturbée du fait de mécanismes inflammatoires observés dans les situations d’infections, de
cancers, de maladies inflammatoires chroniques ; un déficit en érythropoiétine (ou EPO).
Cette hormone qui stimule la moelle osseuse est normalement fabriquée par les reins.
L’anémie peut donc étre liée a une maladie rénale chronique ; un mauvais fonctionnement de
la moelle osseuse, tissu de I'os ou se forment les globules rouges et I'némoglobine. Cette
insuffisance médullaire peut étre provoquée par un produit toxique ou un médicament. Elle
peut également survenir a cause d'un cancer ou au cours du vieillissement naturel (Inca.
Boulogne Billancourt (2022) Institut national du cancer. L'anémie)

Une leucopeénie peut survenir chez des patients souffrant d’un cancer et étant traité de
facon agressive (chimiothérapie, radiothérapie, certains médicaments). Elle survient
également dans des cas de maladie de la moelle osseuse, comme la leucémie. Enfin, elle peut
étre le signe d’une pathologie de la moelle osseuse (Anne-Florence Salvetti-Lionne. (2023)
Leucopénie : définition, causes, symptomes, taux de globules blancs, traitements).

Les plaquettes sanguines sont des cellules sans noyau formées dans la moelle osseuse.
Elles jouent un réle essentiel dans la coagulation car elles forment des agrégats qui vont

"boucher" une blessure (coupure, plaie) juste aprés qu'elle se produise et avant que les autres
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facteurs de la coagulation ne se déclenchent. Les plaquettes permettent d’éviter un saignement
a I’intérieur du corps Des plaquettes basses augmentent le risque d’hémorragie grave.

Un taux bas de plaquettes dans le sang peut étre la conséquence, d’une destruction des
cellules de la moelle osseuse, d’une maladie virale (mononucléose infecticuse, hépatite,
varicelle, oreillons, rubéole, etc.) ;d’une toxo-allergie médicamenteuse (allergie provoquée
par des médicaments)d’un purpura thrombopénique idiopathique (maladie bénigne qui
provoque une destruction périphérique des plaquettes), d’une collagénose (ensemble de
maladies qui touchent le tissu conjonctif présent dans les muscles, les articulations, le cceur, le
systéme nerveux et I’appareil digestif) ;D'un cancer comme la leucémie ou le lymphome
(cancer du systeme lymphatique) : les cellules anormales associées au cancer prennent le
dessus sur les cellules saines du siége de fabrication des plaquettes : la moelle osseuse. La
coagulation intra-vasculaire disséminée (Pascal Dieusaert. (2015) analyses médicales).

Une hyperlymphocytose aigue Cela est di a I'effet nocif de prégabaline qui provoque
(hépatite, tuberculose, des troubles endocriniens, des maladies auto-immunes) et aussi

Une hyperlymphocytose chronique peut-étre provoquée (Des leucémies, notamment la
leucémie lymphoide ; des lymphomes ; des inflammations chroniques, notamment du systeme
digestif (M. le Pr ZANDECKI Marc. (2016) diplome d’état de docteur en médecine
qualification en biologie médical).Une diminution ou un taux anormalement bas de
polynucléaires neutrophils”(neutropénie), Cette baisse peut notamment Cela est da a I'effet
nocif de prégabaline qui est capable provoquer des altérations de la moelle osseuse, une
maladie auto-immune, un cancer.

Lors le traitement Calligonum comosum L avec PGB , nous remarquons le plant
amélioration du taux LYM, et PLT proche de la normale, ce qui peut indiquer l'effet
bénéfique, Et cela revient Efficacité antioxydante Ils contiennent plusieurs composés
phénoliques qui ont été analysés dans nos resultats dans HPLC qui a prouvé son efficacité
(acide chlorogeénique, acide cafeique, et quercétine) Il a été prouvé par de nombreuses études
antérieures qu'il antioxydant,anticancérigéne, antihypertension.((KIHAL Fatima Zohra et
al. 2021).

Cette étude, examinant I'effet du pregabaline (lyrica) sur les parametres biochimiques
du Des rats blancs ont été examinés ; La fonction hépatique a été évaluée en examinant les
activités de I'AST(TGO), de I'ALT(TGP) et de la LDH chez les rats. Les résultats ont
démontré que les activités de ’ALT, AST, LDH (Manuel Quintero-Castellanos . 2017)

hépatique étaient augmentation significative aprés une intoxication au PGB par rapport a le
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groupe de contréle. Nos données étaient cohérentes avec (Adeyemi et al. 2009) qui ont
rapporté une reduction dans le foie des activités ALT, AST, LDH. Comme raison de notre
observation, les enzymes hépatiques ALT, AST et LDH sont des marqueurs connus Des
enzymes pour évaluer l'intégrité fonctionnelle des hépatocytes. ces enzymes Elle est
généralement élevee en cas d 'hépatotoxicité aigué ou de lésion hépatocellulaire Iégere .Un
taux augmenté de transaminase ALT ,AST signifie une destruction de cellules hépatiques,
avec une libération d’ALT ,AST dans le sang. Cette altération des cellules peut avoir une
origine hépatique, due : a une hépatite (virale, médicamenteuse, toxique...) ; a une nécrose du
foie lors d’une cirrhose ou d’un cancer ;a une cholestase : les voies biliaires sont obstruées et
il y a une accumulation des sels biliaires dans le foie ;a un syndrome de Budd-Chiari ;a une
stéatose hépatique. L’augmentation du taux de transaminases ALAT Cela est di a I'effet nocif
de la prégabaline qui peut conduire & d’une angiocholite; d’une hémochromatose ;d’une
maladie de Wilson ;d’une parasitose (parasites dans le sang) ;de la dengue. Une augmentation
des AST est, quant a elle, plus spécifique d’une destruction des cellules du myocarde (cceur),
et peut étre liée a : un infarctus du myocarde ; une insuffisance cardiaque ; une myopathie.

Une élévation du taux de LDH dans le sang indique que des cellules dans 1’un des tissus
se brisent, et que celles-ci libérent leur contenu en LDH, sans que I’on puisse déterminer quel
tissu ou quel organe est atteint. Les anomalies du taux de LDH doivent étre interprétées a
I’aide d’autres tests et d’indications cliniques. Un taux élevé de LDH peut étre observé
lorsqu’un grand nombre de globules rouges se brisent (anémie hémolytique ou pernicieuse),
de septicémie, de maladies aigués (foie, reins, muscles, poumons, intestin ou pancréas).

Nos résultats montrent que le traitement des souris avec Cc avec des niveaux restaurés
d'enzymes hépatiques PGB, ce qui explique pourquoi la plante a un effet thérapeutique si
efficace sur le foie, car elle contient les composés phénoliques analysés dans les résultats
HPLC, y compris I'acide chlorogénique et I'acide caféique prouvé Plusieurs études antérieures
ont dit qu'ils avaient une efficacité une source d'antioxydants, propriétés cardiaques,
hépatiques protectrices, anti-age et anti cancérigéne(KIHAL Fatima Zohra et al. 2021).

Les niveaux éleves d'urée sont considérés comme des marqueurs d’un
dysfonctionnement d’un ou des deux reins, qui peut étre aigu (comme une Iésion rénale) ou
chronique. (SanisHealthInc et al. 25 aolt 2020), I’insuffisance rénale chronique, Un trouble
cardiaque (insuffisance cardiaque, infarctus récent...) qui induit une réduction du flux sanguin
vers les reins, Un régime alimentaire riche en protéines, qui généere naturellement une

augmentation de I’urée lors de leur dégradation.
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La déshydratation, 1’eau contribuant a une bonne fonction rénale, Le syndrome
métabolique, ’association de plusieurs troubles parmi un excés de graisse abdominale, un
taux de triglycérides élevé, une résistance a ’insuline et une hypertension artérielle. L'acide
urique est un produit de déchets, résultant de la dégradation des cellules mortes mais
également de la digestion de certains aliments. Il est éliminé par les reins qui le font passer
dans les urines. "L'acide urique doit normalement étre filtré par les reins et éliminé dans les
urines, explique le Dr Monique Quillard, médecin généraliste. S'il est en trop grande quantité
dans le sang et/ou si les reins sont défaillants, il augmente dans le sang (on parle
d'hyperuricémie) et forme des cristaux d'acide urique qui peuvent s'accumuler dans les
articulations". Si les cristaux d'acide urique se forment au niveau du gros orteil par exemple,
cela peut provoquer une goutte et s'ils se forment au niveau des voies urinaires, cela peut
générer des calculs rénaux qui, en cas de blocage de ceux-ci dans les voies excrétrices,
engendrent une crise de colique néphrétique, trés douloureuse.

(Ingrid Haberfeld. (2020) Hyperuricémie : cause de l'augmentation de l'acide urique
dans le sang)

Nos résultats montrent que le traitement des souris PGB avec Cc restaure largement la
gamme normale d'acide urique et d'urée et cela s'explique par l'activité antioxydant des
composes phénoliques analysés dans nos résultats et dont I'efficacité a été prouvée par de
nombreuses études antérieures. Une grande partie des réactions chimiques primaires des
antioxydants peuvent étre regroupées dans les catégories de transfert d'atome d'hydrogéne
(HAT) et transfert d'électron unique (SET), qui sont tous deux applicables a la discussion de
I'action antioxydante phénolique. Les composés phénoliques sont également considérés
comme fonctionnant comme secondaires oxydants en raison de leur capacité a se lier avec
potentiellement pro-oxydant. lons métalliques (Rice-Evans et al. 1997). Cela garantit que les
cellules rénales sont protégées contre les dommages. Nous avons également remarqué I'effet
de la prégabaline sur les rats, qui a entrainé une augmentation significative des taux de
glucose, cholestérol et de triglycérides.

Est expliqué I’augmentation de glucose Les troubles du stockage du glycogéne sont
causés par le déficit d’une enzyme nécessaire a la transformation du glucose en glycogene et a
la dégradation du glycogene en glucose. (Matt Demczko. (2021) Troubles du stockage du
glycogene). Les analyses ont montré que les rats qui prenaient de la prégabaline avaient une
Iégere augmentation du taux de sucre dans le sang 1,115 (mmol/L) par rapport le taux normal

ce qui explique qu'ils sont plus susceptibles de développer un diabete. ((Endocrinologist
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Yogish Kudva. (2023) diabétes). Les anomalies lipidiques du sang ou dyslipidémies, sont le
plus souvent favorisées par une prédisposition génétique, le surpoids, la sédentarité,
I’alimentation. Elles constituent un facteur de risque majeur d’athérosclérose. Comme tout
nutriment, les triglycérides peuvent devenir néfastes lorsqu’ils sont présents en exces au sein
de I’organisme. La gravité des conséquences dépend néanmoins de I’origine et de 1’évolution
de I’hypertriglycéridémie. Comme tout nutriment, les triglycérides peuvent devenir néfastes
lorsqu’ils sont présents en exces au sein de 1I’organisme. La gravité des conséquences dépend
néanmoins de 1’origine et de 1’évolution de I’hypertriglycéridémie. Lorsqu’elle est associée a
une hypercholestérolémie, I’hypertriglycéridémie est associée a une augmentation du risque
de maladies cardiovasculaires. L’hypertriglycéridémie est dite majeure et représente un
risque important de pancréatite aigué (inflammation du pancréas). En D’absence d’un
traitement adéquat, le taux en triglycérides peut continuer a augmenter. Ce seuil critique
constitue une urgence médicale. (Quentin Nicard. (2017) L’hypertriglycéridémie)

Lors le traitement Calligonum comosum L avec PGB, nous remarquons le plant
amélioration du taux glucose, cholestérol et triglycéride proche de la normale, ce qui peut
indiquer I'effet bénéfique. Cela est di a l'activité antioxydante de nombreux composés
phénoliques (acide chlorogénique) analysés dans nos résultats HPLC, dont I'efficacité a été
prouvée par de nombreuses ¢tudes antérieures. Une fonction adipocytaire et 1’équilibre redox
ont ét¢ améliorés en présence de 1’acide chlorogénique avec augmentation de la lipolyseet
réduire la glycogénolyse hépatique (transformation du glycogéne en glucose) (KIHAL Fatima
Zohra et al,2021).

Observation de coupes histopathologies de tissus hépatiques, rénaux et testiculaires
exposee aux prégabaline. Les résultats biochimiques(augmentations significatives desurée ,
acide urique , TGO, TGP, LDH) sont confirmés et a montrés des signes claires de
hépatotoxicités , nephrotoxicités et altérations testiculaires , ou Les coupes colorées révelent
une dégénérescence sévere du glomérule et tubules, 1ésions importantes des zones centrale et
porte du foie, , cellules inflammatoires infiltration, congestion vasculaire, vacuolisation et
dilatation.l'exposition au PGB peut endommager d'importantes biomolécules (protéines,
lipides, et ADN) et augmentent les facteurs pro-inflammatoires, ce qui peut entrainer a la mort
cellulaire (nécrotique) et a l'inflammation associée aux tissus rénaux et hépatiques et
testiculaires dommages (Cottone et al., 2008). Cependant le traitement par Calligonum
comosum L a amélioré les changements histologiques hépatiques, rénaux et testiculaires

induits par la prégabaline. L'effet histoprotecteur de Calligonum comosum L est di a la
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présence d'antioxydants et des composants inflammatoires de cette plante. De plus, il contient
des flavonoides, qui ont a leur tour un réle important dans la protection des veines et des

capillaires (Rouane et al., 2019).
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Conclusion

Afin de rechercher de nouvelles molécules bioactives contenues dans les plantes,
caractérisées par un traitement efficace de différentes maladies et moins d'effets secondaires,
il est nécessaire de mener des études pharmacologiques sur les plantes utilisées par les
guérisseurs traditionnels. Dans cette étude, nous évaluons les effets thérapeutiques de
Calligonum comosum L et ses effets pharmacologiques contre la cytotoxiciteé et les dommages
induits par la prégabaline. A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que :

Calligonum comosum L est trés riche en composés bioactifs, en particulier les
antioxydants, ce qui nous permet de découvrir une nouvelle source de molécules bioactives
qui pourraient étre utilisées pour traiter de nombreuses maladies ainsi que comme aliment
pour aider & maintenir la santé au quotidien.

En ce qui concerne les résultats toxicologiques aigus et subchroniques, Calligonum
comosum L est une plante non toxique et sans danger a des fins thérapeutiques.

Accumulation d'un niveau élevé de prégabaline dans le corps des souris, ce qui
indique un risque élevé et une toxicité élevée de la prégabaline pour la santé publique et
nécessite plus d'attention. En revanche, aucune toxicité potentielle n'a été détectée pour
Calligonum comosum L. C'est ce qui a amené la plante a montrer de puissants effets
thérapeutiques contre I'accumulation de prégabaline dans le corps.

Sur le plan biochimique, la toxicité de deux toxines s'est manifestée par un déséquilibre
métabolique caractérisé par une altération des fonctions hépatique et rénale. Ensuite,
Calligonum comosum L possede une puissante activité hépato protectrice et néphroprotectrice
contre PGB.

Outre les coupes histologiques réalisées sur les testicules, le foie et les reins ont
également confirmé I'effet nocif des toxines doubles et montré une grave détérioration de la
structure de ces tissus. Cependant, apres traitement avec Calligonum comosum L, la plupart
des tissus étudiés ont retrouvé une structure proche de celle du témoin.

Enfin, la présente étude a confirmé la capacité bénéfique de I'extrait aqueux de Cc a
prévenir et a reduire la toxicité induite par la prégabaline qui affecte spécifiquement le foie et
les reins. Ainsi, la L-dépendance de Calligonum comosum L pourrait étre un traitement
efficace contre la prégabaline.

Nos résultats sont pour nous remarquables car ils ouvrent dans la future des

perspectives expérimentales qui devraient nous permettre d'identifier clairement :
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Identification de tous les composés bioactifs, en particulier le principe actif principal
pouvant étre responsable des effets thérapeutiques de la plante étudiée.

Evaluation de I'effet de ces molécules dans la prévention et le traitement de certaines
maladies chroniques.

Une étude de l'effet de la prégabaline sur le cerveau et les risques de troubles
neurologiques qui en découlent.

Une étude approfondie sur les maladies chroniques graves pouvant résulter de l'usage

addictif de la prégabaline.
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