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RESUME

Résumé

L’objectif de ce travail est d'étudié les effets d'Aquilaria malaccensis et Aristolochia
longa combinés sur certains paramétres biochimiques, hématologiques d’une part, et d’autre
part sur le stress oxydant et structure tissulaire des reins, chez des rattes exposees de facon
sub-chroniques d'acétate de plomb (100 mg/kg), pendant 75 jours. Il s'agit d'une étude
expérimentale menée au laboratoire sur 25 rattes femelle de la souche Wistar réparties en cing
lots de cing rattes chacun dont le premier lot sert de témoin, le second est un lot contaminé par
le plomb, le troisieme est un lot contaminé par le plomb et traité par Aquilaria malaccensis, le
quatrieme est un lot contaminé par le plomb et traité par Aristolochia longa et le cinquiéme
lot est un lot contaminé par le plomb et co-traité par Aquilaria malaccensis et Aristolochia
longa. A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une diminution considérable de poids
corporel des rattes contaminées au plomb et une augmentation du poids relatif des organes
prélevés (foie, rein et coeur). Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les
paramétres biochimiques caractérisés surtout, par une augmentation significative de la
concentration sérique du glucose, de 1’urée et activité de PAL avec une légeére augmentation
sérique de la créatinine, de 1’acide urique, TGO et TGP. Alors que, la concentration de
calcium a été diminuee. Cependant, les activités des transaminases (TGO, TGP), de PAL
sériqgue ont présenté une augmentation et les transaminases tissulaires (TGO et TGP
hépatique) et TGO myocardique ont présenté une diminution important chez les rattes
contaminées. Les résultats obtenus révelent également une toxicité hématologique et stress
oxydatif chez les lots contaminés au plomb, avec une diminution du taux des globules rouges,
d’hémoglobine, des granulocytes, GSH et activité des GST et une augmentation du taux de
MDA et activité de la CAT dans les tissus (foie, reins, cceur et cerveau). Aussi, les résultats
ont montré clairement des altérations de structures de tissus étudiés en comparaison avec les
témoins, avec hémorragie, inflammation et dégénérescences tubulaires avec nécrose des reins.
Le traitement par I'A. malaccensis et I'A. longa a presque normaliser les parameétres
biochimiques et hématologiques en réduisant le plomb tissulaire, avec protection et
régénération du tissu rénale contre les attaques radicalaires provoquées par le plomb. En
conclusion, cette étude montre que le traitement par A. malaccensis et A. longa induit un effet
bénéfique contre la toxicité de plomb au niveau moléculaire et tissulaire avec dominance de
I'effet d'Aristolochia longa. Ainsi, notre plantes avoir un effet protecteur vis-a-vis des

pathologies associes au stress oxydatif.

Mots clés: plomb, toxicité, Aquilaria malaccensis, Aristolochia longa, stress oxydant, rattes
Wistar.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le plomb est I'un des métaux lourds les plus abondants et a été détecté dans toutes les
parties de I'environnement et dans les systémes biologiques. Il est reconnu comme I'un des
métaux lourds les plus toxiques et nocif, méme en petites quantités (Mishra et al., 2013; Aziza
et al., 2009). Ce metal est connu pour induire une large gamme de dysfonctionnements
physiologiques, biochimiques et comportementaux chez les animaux de laboratoire et les
humains, y compris le comportement respiratoire, neurologique, hématologiques, hépatiques,
rénales, et les systemes reproducteurs méale et femelle (Ponce-Canchihuaman et al., 2010;
Aziz, 2012).

L'un des principaux mécanismes qui expliquent la toxicité du plomb a été attribuée au
stress oxydatif, en raison de leur capacité dans la perturbation d'équilibre entre la production
de radicaux libres et de la défense antioxydante cellulaire. Les macromolécules sont les cibles
principales des ROS. En ces derniers causent la peroxydation lipidique, I'oxydation des
protéines et les altérations de I'ADN, provoquant ainsi le développement du cancer, du
diabéte, des maladies neuro-dégénératives et des maladies cardio-vasculaires (Wang et al.,
2012).

Considérant que la toxicité du plomb est actuellement I'un des sérieux monde probléme
a I'échelle, il n'y a toujours pas de traitement spécifique, fiable et sir. Plusieurs chélateurs de
métaux (CaNa,EDTA et DMSA) ont été utilisés pour gérer la toxicité du plomb dans le cas de
I'exposition, mais aucun ne convient pour réduire la charge corporelle de plomb. En outre, ces
chélateurs a leur tour sont potentiellement toxiques et ne parviennent pas souvent a éliminer le
plomb fardeau de tous les tissus du corps. par conséquent, un intérét accru des chercheurs de
phytothérapie a utiliser les plantes medicinales avec activité anti-oxydante pour la protection
contre le métal, en particulier du plomb (Kansal et al., 2011).

La phytothérapie est I’art de se soigner par les plantes. C’est une médecine trés
ancienne. Actuellement, de nombreux médicaments tirent leur origine des plantes
médicinales. Cette forme de médecine ne s’oppose pas aux autres thérapies, elle augmente
I’efficacité d’un traitement ou atténue ses effets secondaires (OMS, 2000). Aquilaria
malaccensis Lam. et Aristolochia longa L. sont des plantes trés utilisées en combinaison dans
la médecine traditionnelle dans le traitement de cancer dans plusieurs région dans I'Algérie.
Aussi d'une parte, Aquilaria malaccensis possede également de nombreux activités

biologiques, y compris l'activité, anti-microbienne, anti-tumorale, anti-allergiques, anti-
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oxydantes (Chena et al., 2012). D'autre parte, Aristolochia longa a de multiples applications
et vertus, entre-autres: recommandait pour les insuffisances ovariennes, cicatrisante,
diurétique (Cherif et al., 2014), analgésique, anti-inflammatoire, anti-hyperglycémiant
(Benarba et Meddah, 2014). Il est utilisée plus largement par les populations dans le
traitement du cancer (Benzakour et al., 2012; Benzakour, et al., 2011). Cette pratique est
validée in vitro par I'étude de Benarba et al. (2014). L'effet anti-tumorale in vivo de cette
plante n'a jamais été étudié auparavant (Benzakour et al., 2012). En revanche, les recherches
scientifiques a base de cette plante sont limitées principalement a des études sur leur toxicité
et non a l'utilisation clinique. Il y avait plusieurs rapports ont été déterminé que l'ingestion de
remeédes a base Aristolochia longa est associée au une insuffisance rénale chronique, et le

cancer urothélial (Benzakour, et al., 2011).

A la lumiére de ces données, I’idée originale de notre travail était d’étudier et d’évaluer,
chez des rattes de la souche Wistar intoxiquées par le plomb, I’effet de la phytothérapie a base
de traitement par Aquilaria malaccensis et Aristolochia longa sur la perturbation métabolique
et physiologique et sur la prévention de la cytotoxicité et des complications du plomb.

Nous allons pour cela mis au point sur le dosage des parametres biochimiques sanguins
et hématologique ainsi que 1’évaluation des paramétres du stress oxydant tissulaires et pour

compléter notre étude nous avons réalisé aussi une étude histologique sur les reins.
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1. Définition

Le plomb est un métal lourd d'origine naturelle (NIH, 2013; OPPTBP, 2015) qui
ressemble de couleur gris bleuétre. Il n'a pas vraiment d'avoir une odeur ou un godt. Il est une
substance hautement toxique, qui n’a pas de role physiologique dans 1'organisme (Almeras et
al., 2013), I'exposition a laquelle peut produire une vaste gamme d'effets indésirables sur la
sante (INR, 2008).

Le plomb peut étre combiné pour former des molécules inorganiques et organiques
(Benedetti et al., 1998). Il est présent dans de nombreux minéraux et ne se rencontre que
rarement a 1’état natif. Les principaux minéraux porteurs de plomb, sont des sulfates, des
carbonates, des oxydes, des hydroxydes, des sulfures ou encore des phosphates (Laperche et
al., 2004). Toutefois, plomb organique peut étre plus toxique que le plomb inorganique parce

que le corps absorbe plus facilement (CSEM, 2010).

2. Propriétés chimique

Le plomb (Pb), appartient au groupe IV B de la classification périodique. 1l fait partie de
la famille du carbone et du silicium (Laperche et al., 2004), est d'une teinte bleuatre ou métal
gris-argenté. 1l a quatre isotopes naturels avec poids atomique 208, 206, 207 et 204 (WHO,
2001) (tableau 1).

Tableau 1: Propriétés physiques et chimiques du plomb (Garnier et al., 2005; Bonnard et al.,
2006).

o Masse Point de fusion Point -
Dénomination - o d’ébullition Solubilité
atomique (°C) o
)
Insoluble dans 1’eau froide, faiblement
soluble dans I’eau chaude, soluble dans
Plomb (Pb) 207,19 327,5 1740 , . . , . . \
I’acide nitrique et 1’acide sulfurique a
chaud, faiblement soluble dans 1’alcool.
Acétate de plomb 325,28 280 - Trés soluble dans ’eau.
. Trés soluble dans 1’eau, 1’alcool et
Nitrate de plomb 331,20 470 453 , .
I’ammoniaque.
Oxyde jgune de 29319 838 ) Trés peu solublei dgns l’ef:lq ; trés soluble
plomb (litharge) dans I’acide acétique

3. Métabolisme

Les effets du plomb sont liés au métabolisme de celui-ci, c’est-a-dire en particulier & sa

répartition dans 1’organisme. La connaissance des mécanismes d’absorption, de transfert dans

3
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les tissus, de stockage dans certains organes permet de mieux aborder 1’évaluation des risques

pour les populations exposées (Figure 1) (Haguenoer et al., 2004).

Tissus mous

Tissus osseux
Voies T Sl
s > - Cheveux
Inhalation respiratoires Poumons
Inhalation _ eSS [+ A _, SEFETE - Ongles

supérieures

\/

Sang —» Reins —» Urine

- Tractus % —» Colon ———» Féces

N |

Ingestion Pharynx
—

Figure 1: Métabolisme du plomb chez I'étre humain (Turcot et al., 2003).

3.1. Absorption
3.1.1. Absorption pulmonaire (inhalation)

L’absorption des vapeurs de plomb est respiratoire. Les statistiques montrent que 50 a
70% environ de la dose journaliere inhalée est absorbée (OPPTBP, 2015). Celle des poussieres
inhalées est dont le diamétre aérodynamique est compris entre 0,1 et 0,5 pum sont les mieux
absorbées; leur passage systémique est d’autant plus important qu’elles sont plus
hydrosolubles ou acidosolubles (Garnier et al., 2005). Les particules de diamétre supérieur
a 5 um se déposent dans ’arbre respiratoire, mais elles sont drainées vers le carrefour
aérodigestif et finalement dégluties (Bailly et al., 2001). Les particules grossiéres non

absorbées sont éliminées en 24 heures par voie lymphatique (OPPTBP, 2015).

3.1.2. Ingestion

Le plomb ingéré est absorbé dans la région duodénale de [D’intestin gréle.
L’absorption diminue avec 1’age, probablement a cause d’un processus de maturation
selon lequel I’intestin perd sa capacité d’ingestion des particules par pinocytose (Bonnard
et al., 2006). Il y aurait deux mécanismes d’absorption: le premier, passif, peu vraisemblable
pour le plomb et le second, actif, qui utilise les voies d’absorption du calcium, du magnésium

et du fer (Haguenoer et al., 2004).

L’absorption digestive du plomb est augmentée par la vitamine D, le jeline, les régimes
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riches en graisses ou carencés en calcium, en magnésium, zinc et surtout par la carence
martiale (fer) (Frery et al., 2011; Haguenoer et al., 2004; Turcot et al., 2003; Baunot et al.,
2006) qui diminuent la compétition avec le plomb. Ce point est important car il montre que le

risque d’absorption augmente chez les populations sous-alimentées (OPPTBP, 2015).

3.1.3. Contact cutané
Le passage transcutané des derives inorganiques du plomb est trés faible (<0,5%),

négligeable, (Frery et al., 2011; Alexander et al., 2013). La pénétration des poussiéres
déposées sur la peau des mains est digestive, elle résulte de I’activité main-bouche et de la
contamination d’aliments ou d’objets portés a la bouche (Garnier et al., 2005). De plus, si la
peau présente des blessures, il y a lieu de prendre les mesures préventives appropriées (Turcot
et al., 2003).

3.2. Distribution

Le plomb absorbé par voie digestive passe dans la circulation sanguine, 98% du plomb
se retrouve dans le compartiment intra-érythrocytaire, le reste du plomb est 1ié a I’albumine
(Mortureux et al., 2013) et les gammaglobulines. Le plomb libre interagit avec le calcium a
différents niveaux cellulaires ou il inhibe les systémes de transport membranaire (pompes
NA/K/Ca) (Titton et al., 2010). La demi-durée de plomb dans le sang peut étre aussi courte
que 20-40 jours, bien que les valeurs de demi-vie plus longue ont été signalés en diriger les

travailleurs et peut dépendre de la charge corporelle de plomb (WHO, 2001).

La fraction non-excrété du plomb absorbé est distribué se répartit dans les cellules de
divers organes que I’on peut diviser en trois groupes (Haguenoer et al., 2004):

v La masse sanguine et quelques tissus a échange rapide; la demi-vie du plomb y est
d’environ un mois, La concentration sanguine est modulée par des variations

individuelles d’origine nutritionnelle (Bonnard et al., 2006);

v Le systéme nerveux central et périphérique ainsi que tissus mous (le foie, les reins,
les muscles) (Haguenoer et al., 2004); la demi-vie du plomb y est d’environ 40 a 60
jours (Bonnard et al., 2006);

v Le squelette, compartiment le plus chargé et pour lequel la cinétique de
renouvellement est la plus lente (Bonnard et al., 2006); il contient environ 90%
(Yazbecka et al., 2006) du plomb total et la demi-vie est d’environ 20-30 ans chez

I’homme et 60-100 jours chez le rat (Bonnard et al., 2006). Le plomb peut étre libéré de

5
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la décalcification des os dans les processus liés aux personnes agées, de la grossesse, de

I'acidose, thyrotoxicoses ou active de remodelage des os d'enfants (WHO, 2001).

On le retrouve aussi dans I’appareil reproducteur male ainsi que dans le liquide
séminal (Mortureux et al., 2013). Pendant la grossesse et 1’allaitement, le plomb
biologiquement actif. Il franchit aisément la barriere placentaire et est accumulée dans les

organes du feetus, y compris le cerveau (Frery et al., 2011).

3.3. Elimination

L’excrétion rénale (> 75%) (Baunot et al., 2006) se fait par filtration glomérulaire,
avec une réabsorption tubulaire possible. Le plomb excrété par voie biliaire (environ
16%) soit en grande partie réabsorbé par la muqueuse intestinale pour étre finalement
excrété par voie urinaire. Il existe aussi une excrétion fécale (15-20%), lactée (10 et 30% de
la Pbs (Garnier et al., 2005), en raison de sa similarité avec le calcium le corps ne fait pas
de distinction entre eux, est excrété dans le lait. Le plomb est également excrété dans la
salive, les phanéres (environ 8 %), dans la sueur, dans les ongles, dans les cheveux...
(Laperche et al., 2004; Truchon et al., 2012).

Le plomb inhalé non absorbé est éeliminées en 24 heures par voie lymphatique
(OPPTBP, 2015). Il est éliminé aussi par action mucociliaire trachéo-bronchique vers le
tractus gastro-intestinal puis, comme le plomb ingéré, est absorbé ou directement éliminé

dans les feces (Bonnard et al., 2006).

4. Toxicité

4.1. Effets hématologiques

Le plomb intervient a plusieurs points du métabolisme de 1’hémoglobine (Figure 2). Il
inhibe trois enzymes: I’acide 6-aminolévulinique deshydratase (ALA-D), la
coproporphyrinogéne décarboxylase et la ferrochélatase (Garnier et al., 2005). Il en
résulte respectivement une accumulation d’acide 6-aminolévulinique (ALA), une
augmentation des coproporphyrines et une diminution de la quantit¢ d’héme formé
accompagnée d’une augmentation du taux de protoporphyrine. La protoporphyrine en
exces prend la place de ’héme dans 1’hémoglobine et fixe du zinc sur le site occupé
habituellement par le fer. Le plomb affecte aussi, par rétrocontrole négatif via 1’héme,
I’activité de I’ALA synthétase et la synthése de la partie globinique (Bonnard et al.,

2006). En consequence, 1’excrétion urinaire d’ALA et de coproporphyrine est augmentée;
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les protoporphyrines et le coproporphyrinogéne s’accumulent dans les érythrocytes,

I'acide aminolévulinique, dans le sang, le plasma et I'urine (WHO, 2001).
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Figure 2: Effets du plomb sur la synthése de I'heme (Bonnard et al., 2006).

Cette inhibition de la synthése de ’héme peut influencer a la concentration sanguine
d’hémoglobine (Frery et al., 2011) et conduire une anémie hypochrome de type
microcytaire avec une augmentation du nombre de réticulocytes a granulations basophiles,

résultant de I’inhibition de la pyrimidine-5’-nucléotidase (Bonnard et al., 2006).

Le plomb diminue également la durée de vie des hématies et modifie le métabolisme du
fer (Bailly et al., 2001) par diminution de sa capacité de fixation et entraine des troubles de
maturation des réticulocytes responsables de la présence d'hématies a granulations basophiles
(Titton et al., 2010).

4.2. Effets neurologiques

Les systemes nerveux central et périphérique sont particulierement affectés par le
plomb. L’action sur le systéme nerveux se traduit par une encéphalopathie et une
neuropathie périphérique (Bonnard et al., 2006) avec hypertension intracranienne se
traduisant par une apathie, des céphalées, des vomissements, puis une confusion, une
somnolence, des troubles de 1’équilibre, suivies d’un coma et de convulsions pouvant
conduire a la mort (Bailly et al., 2001).

Le plomb y exerce des effets (Bonnard et al., 2006):

v Morphologiques: il diminue les connections inter-cellules, d’ou une modification

des circuits neuronaux, et il induit une différenciation précoce des cellules gliales,
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génant la migration des cellules nerveuses pendant la structuration du cerveau
(Bonnard et al., 2006);

v Pharmacologiques: il diminue la libération des neurotransmetteurs (acétylcholine,
noradrénaline, acide gamma-amino-butyrique et dopamine), probablement par
interférence avec le calcium et le zinc au niveau de la synapse (Bonnard et al., 2006;
Titton et al., 2010).

4.3. Action rénaux

Deux types de néphropathie sont induits par I’exposition au plomb (Garnier et al., 2005):

v" Néphropathie subaigué, qui survient précocement apres le début de 1’exposition au
plomb. Elle est histologiquement caractérisée par une atteinte des cellules tubulaires
proximales qui sont hyperplasiques avec une atteinte mitochondriale et des inclusions
intranucléaires. Biologiquement, dans sa forme typique et compléte (Garnier et al., 2005),
elle réalise un syndrome de Toni-Debré-Fanconi, avec une fuite urinaire de protéines de
faibles poids moléculaires (b2-microglobuline, a1-microglobuline, retinol-binding protein),
une enzymurie, une glycosurie, une aminoacidurie, une hypercalciurie et une

hyperphosphaturie (Bailly et al., 2001).

v" Néphropathie tardive, qui s’observe aprés 10 a 30 ans d’exposition au plomb

L’atteinte est, cette fois, tubulo-interstitielle et glomérulaire. Elle est définitive, peut étre

transitoirement améliorée par 1’arrét de 1’exposition et/ou un traitement chélateur mais a
moyen terme, elle continue de s’aggraver, méme apres 1’éviction du risque (Garnier et al.,
2005).

4.4. Effets sur lareproduction

Chez le rat male, le plomb induit une hypofertilité masculine (Bailly et al., 2001),
stérilitt et des anomalies fonctionnelles et morphologiques du sperme, une
dégénérescence testiculaire, une hyperplasie prostatique (Bonnard et al., 2006) et
modification des taux de testostérone, LH, FSH (Bailly et al., 2001).

Chez le rat femelle, il entraine un retard d’ouverture vaginale, une atrophie
ovarienne, avec diminution de la sécrétion de progestérone et altérations endométriales au
moment de I’implantation. De plus, une atteinte des récepteurs cestrogéniques utérins

peut influencer le maintien de la gestation (Bonnard et al., 2006).
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4.5. Génotoxicité

In vitro, le plomb altere I’ADN: sous forme d’ion divalent, il réagit rapidement avec
les groupements phosphates et les bases de ’ADN donnant naissance a des complexes
stables (Bonnard et al., 2006), il est peu probable que des composés de plomb sont
directement génotoxique. Toutefois, il existe plusieurs mécanismes par lesquels les composés
au plomb pourraient modifier indirectement la réplication de I'ADN, de la fidélité et la
réparation, résultant dans la génotoxicité (TPMC, 2003). Aucune fracture simple brin de
I’ADN ou liaison croisée ADN-protéine n’a pu étre mise en évidence (Bonnard et al.,
2006).

In vivo, les résultats rapportés sont ambigus. Il n’y a pas d’induction de micronoyaux
dans les cellules de la moelle osseuse de souris. Chez le singe Cynomégalus, on observe
I’apparition de lacunes et de fragments chromosomiques. Des aberrations
chromosomiques séveres sont induites, dans des conditions particuliéres (régime

pauvre en calcium par exemple) chez le singe et la souris (Bonnard et al., 2006).

4.6. Effets cardiovasculaires

Le plomb a un effet arythmogene sur le myocarde et peut produire des
modifications dégénératives au niveau cardiaque. Cet effet serait di a sa capacité a former
des complexes avec les macromolécules intracellulaires et a s’opposer au calcium. Au
niveau vasculaire, le plomb provoque des lésions dans les cellules endothéliales avec
pour conséquence une modification de 1’¢élasticité artérielle et une sclérose des vaisseaux

rénaux (Bonnard et al., 2006).

Il peut également avoir un impact sur le métabolisme des lipides, causant une

diminution du taux sérigue de cholestérol de haute densit¢é (HDL-C).Par
conséquent, diminution de HDL peut étre responsable, au moins partiellement, des
perturbations au systéme cardiovasculaire. Les lipoprotéines sanguines, surtout les
lipoprotéines de haute densité (HDL), exercent un effet vasodilatateur sur les vaisseaux

sanguins (Skoczynska et al., 2014).
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1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydant, qui est défini comme un déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants, en faveur des premieres (Thorin-Trescases et al., 2010). Il peut se produire
en raison de la surproduction d'oxydants, la diminution de la défense antioxydant ou une
combinaison de ces deux facteurs (Ece et al., 2007; Sergent et al., 2001) ce qui conduit a
des dégats cellulaires importants via le déclenchement de cassures et de mutations au sein de
I’ADN, [I’inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques,
I’oxydation des sucres et 1’induction de peroxydation lipidique (Foret et al., 2009). Si un
stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au développement

de pathologies diverses (Defraigne et Pincemail, 2008).

2. Les radicaux libres
2.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique (atome, molécule ou fragment de molécule)
capable d’exister sous forme indépendante, contenant au moins un électron célibataire sur sa
couche électronique externe, ce qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de
se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomeéne d’oxydation
(Finaud et al., 2006; Sergent et al., 2001). Ils apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome
conserve son électron soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a
partir d’un composé non radical (Kocchilin-Ramonatxo, 2006). En révisant la littérature, on
remarque souvent un point symbolique a cété d'une abréviation chimique telle que

(OH"), ce point signifie un radical libre (Scheibmeir et al., 2005).

Les radicaux libres les plus courants sont le radical superoxyde (O2*), le radical
hydroxyle (OH") et le monoxyde d’azote (NO®). D’autres molécules, comme le peroxyde
d’hydrogéne (H203) et I’ion peroxynitrite (ONOO-), sont des substances oxygénées réactives
non radicalaires, ce ne sont pas des radicaux libres mais des dérivés de radicaux libres et ils
peuvent en générer par différentes réactions chimiques. On regroupe les radicaux libres et
leurs dérivés activés sous le terme d’especes réactives de 1’oxygene (en anglais : ROS pour

reactive oxygen species) (Ré et al., 2005).
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2.2. Nature et sources d'espéces réactives de I’oxygene
2.2.1. Source endogene
2.2.1.1. ROS d’origine mitochondriale

La majeure partie de I'oxygene que nous respirons subit une réduction tétravalente
conduisant a la production d'eau (Gardeés-Albert et al., 2003). Une proportion significative de
I’oxygéne (2% a 6%) échappe a la réduction compléte en H>O et subit une réduction mono-
électronique au niveau des complexes I et 111 de la chaine respiratoire, pour donner naissance

a I’ion superoxyde (O2*") (Carriére et al., 2006) selon la réaction:
O+ 1le— 0O

Le radical superoxyde est peu réactif, il ne traverse pas les membranes cellulaires et il
est rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogene lors de la réaction suivante, catalysée par un

des membres de la famille des superoxydes dismutases (SOD) (Ré et al., 2005):
02"+ 02 +2H" > H.0,2 + 0>

Le peroxyde d’hydrogeéne est également peu réactif mais il a la capacité de traverser les
membranes cellulaires (Cash et al., 2007; Rees et al., 2004), en présence de métaux de
transition tel que le Fe?*, de se transformer en un puissant oxydant, le radical hydroxyle, selon

la réaction suivante (ou réaction de Fenton) (Ré et al., 2005; Hanukoglu, 2006):
H20; + Fe** — Fe** + OH' + OH™
Le radical superoxyde peut réduire le Fe3* et régénérer le Fe?*, selon la réaction :
02~ +Fe** > O + Fe?

Le bilan de ces deux derniéres réactions (ou réaction d’Haber Weiss) est donc
(Hanukoglu, 2006):
O +H02 —» O2+ OH + OH™

Le radical hydroxyle est le plus réactif et le plus agressif de tous les radicaux libres
(durée de vie limitée a quelques nanosecondes). Il réagit quasiment sur le lieu de sa

production (ou a quelques dizaines de nanomeétres de distance) (Delattre et al., 2005).
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2.2.1.2. Autres sources de ROS

Des ROS (anion superoxyde, peroxyde d’hydrogéne) peuvent étre également produits
suite a diverses réactions d’oxydation (lors du métabolisme des purines par la xanthine
oxydase, lors de ’auto-oxydation des catécholamines ou suite a leur métabolisme par la
monoamine oxydase, lors du métabolisme de 1’acide arachidonique par les cyclo- et plus
particulierement par les lipo-oxygénases...) (Ré et al., 2005). Par ailleurs, lors de réactions
inflammatoires, les cellules phagocytaires activeées peuvent produire une grande quantité de
ROS (flambée oxydative ou oxidative burst) consistant en I'activation d'une enzyme
membranaire, la NADPH oxydase, permet de catalyser la production d'anions superoxyde qui
est dismutée en peroxyde dhydrogene (H202). En présence de chlorure et de
myéloperoxydase (libérée par les PN), le peroxyde d'hydrogene peut étre utilisé pour générer
un oxydant puissant I'acide hypochloreux (HOCI) (De Moffarts et al., 2005; Favier, 2003).
Les cellules phagocytaires répondent en effet d'une stimulation par la plupart des médiateurs
de I'inflammation et en particulier par des cytokines telles que le TNF-a, l'interleukine-1 (IL-
1), I'lL-8, I'endotoxine ou lipopolysaccharie (LPS), I'histamine, les prostaglandines, la
thrombine etc. L'adhérence des polynucléaires neutrophiles (PN) et des macrophages a
I'endothélium vasculaire est une étape indispensable a I'évolution normale du processus
inflammatoire; cette adhérence précede I'explosion oxydative des PN, qui a lieu dans les tissus

et qui est donc postérieure a l'initiation de I'inflammation (figure 3) (Pasquier, 1995).

phagosome

granulations arurophiles

granulations spécifiques myéloperoxydase
collagénase élasiase
galatinase protéinase 3
lyzosyme

lactoferrine

Figure 3: Activation de la NADPH oxydase du polynucléaire neutrophile (Pasquier, 1995).
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Certaines cellules peuvent aussi produire le radical NO". Il est synthétisé lors de 1’oxydation
de I’arginine en citrulline, réaction catalysée par les NO synthétases (NOS ou nitric oxide

synthases) en présence de NADPH et d’oxygéne (Sorg, 2004).
O2 + Arginine + NADPH — NO" + Citrulline + H,O + NADP*

Le monoxyde d’azote C’est une molécule labile trés diffusible, dont les effets
régulateurs s’exercent sur la plupart des fonctions physiologiques de [’organisme
(maintien du tonus vasculaire, neurotransmission, fonctionnement rénal,...) (Favier, 2003;
Haleng et al., 2007). Une production trop importante de NO peut avoir des effets toxiques car
le NO peut alors se combiner avec le radical superoxyde pour donner I’anion peroxynitrite
(Ré et al., 2005), selon la réaction:

02" + NO'— ONOO™

L’anion peroxynitrite est un puissant oxydant et agent de nitration, notamment des
résidus tyrosine. Ses effets peuvent étre soit directs, soit médiés par des radicaux libres
secondaires dont il est a ’origine (OH", NO2", CO3™) (Deby-Dupont et al., 2002).

2.2.2. Source exogene

D’autres sources ou modes de génération exogene des FRO existent de part
les interactions avec leur milieu environnant (l'exposition a l'ozone, les rayonnements
ionisants, les métaux lourds) (Birben et al., 2013) et aussi de notre mode de vie (tabagisme,
alcoolisme, obésité, exercice physique intense) (Favier, 2003).

Les métaux toxiques (chrome, cuivre, vanadium), mais aussi le cuivre et le fer libres
(existant lors de surcharges générales ou localisées) générent des radicaux hydroxyles, trés
réactifs, & partir de I'espéce peu réactive H202, par une réaction appelée réaction de Fenton
(Favier, 2003). Le plomb augmente la peroxydation lipidique. Une diminution significative de
I'activité de la SOD et GPx de tissu cérébral ont été rapportés apres I'exposition au plomb. Le
zinc, joue le role de cofacteur de nombreuses enzymes, I'exposition au plomb peut remplacer
le zinc dans le site actif ce qui conduit a I'inactivation de ces enzymes. L'exposition au plomb

peut provoquer une inhibition de la GST en affectant thiols de tissus (Birben et al., 2013).

2.3. Dommages des radicaux libres
Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en

permanence en faible quantité comme les mediateurs tissulaires ou les résidus des reactions
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énergétiques ou de défense, et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systémes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents
(Favier, 2003). Le danger est accentué par la multiplicité des sources de formation des
radicaux libres. Qui provoque des lésions directes sur les molécules biologiques (Favier,
2003; Ohare, 2007).

2.3.1. Effets sur les lipides
Les lipides, et notamment les acides gras polyinsaturés des phospholipides
membranaires, sont la cible privilégiée de 1’attaque par le radical hydroxyle (HO"). Cette

attaque est appelée peroxydation lipidique (Favier 2003).

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés

entre deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) (Haleng et al., 2007).
RH+HO"— R"+H0

Le radical lipidique (R") réagit avec une molécule d’oxygeéne pour former un radical
peroxyle (ROOe).
R+ 02— ROO

Le radical peroxyle est suffisamment réactif pour arracher un H* a un AGPI voisin et
former un hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH). Dans ces conditions, une réaction en chaine

s’installe, propagée par les radicaux R et ROO" (Delattre et al., 2005).
ROO+ RH - ROOH + R’

Par ailleurs, il peut aussi se transformer en endoperoxyde, qui, en présence d’oxygene,
va conduire a la formation de divers produits, dont notamment des aldéhydes hautement
cytotoxiques et mutagenes, (4- hydroxynonénal, malondialdéhyde) (Favier, 2003). La réaction
de peroxydation se termine lorsque deux radicaux lipidiques se rencontrent ou lorsque le
radical lipidique interagit avec un antioxydant liposoluble tel que la vitamine E (Delattre et
al., 2005).

La figure 4 montre la réaction en chaine de la peroxydation lipidique avec la formation

de produits terminaux.
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Figure 4: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et

nature des produits terminaux formés (Favier, 2003).

Cette attaque des lipides peut concerner aussi bien les phospholipides membranaires que
les lipoprotéines circulantes, avec des conséquences différentes. En effet, 1’atteinte des
phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement
de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux. L'attaque des lipides
circulants aboutissant & la formation de LDL (lipoprotéines de densité l1égere) oxydées qui,
captées par des macrophages, formeront le dépét lipidique de la plaque d'athérome des

maladies cardiovasculaires (Haleng et al., 2007).

2.3.2. Effets sur les protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ROS. Les plus
réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus, pour conséquences,
I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-
tyrosine intra- et inter-chaines. Certaines protéines oxydées sont peu degradées et forment des
agregats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et

al., 2007; Pasquier, 1995). La plupart des dommages sont irréparables. Des facteurs de
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transcription, des enzymes antioxydantes, des protéines impliquées dans 1’homéostasie

calcique, différents canaux ioniques, des cytokines... (R¢é et al., 2005).

2.3.3. Effets sur les acides nucléiques

L'acide désoxyribonucléique (ADN), constituant I'essentiel du génome, est aussi trés
sensible a l'attaque du radical OH, celui-ci oxyde des constituants de ADN conduisant ainsi a
la mutagénese, la carcinogénése et la morte cellulaire (Pasquier C, 1995). Il peut y avoir
jusqu’a 70 modifications oxydatives différentes des acides nucléiques, certaines affectant les
bases d’autres induisant des cassures dans les brins. L’un des marqueurs d’une attaque
oxydative des acides nucléiques est la présence de 8-hydroxy-guanine (8-OHG) (Ré et al.,
2005).

3. Défenses physiologiques contre le stress oxydatif

L'ensemble des dommages radicalaires semble pouvoir étre limité, tout au moins en
partie, par I'action de molécules dites antioxydantes. Celles-ci ont pour réle d'empécher les
ROS d'atteindre leurs cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur chimique (Gardeés-
Albert et al., 2003). Les défenses antioxydantes peuvent se diviser en systemes enzymatiques,
systémes non enzymatiques et d'origine vegetale (figure 5).
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Figure 5: Role central des enzymes antioxydantes dans la cascade oxydante (Pincemail

etal., 1999).
3.1. Antioxydants enzymatiques
3.1.1. Superoxydes dismutases (SOD)
Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le

stress oxydant. Chez ’homme, trois isoformes compartimentées de 1’enzyme SOD ont été
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caractérisees de fagon biochimique et moléculaire. La Cu/Zn-SOD ou SOD; cytosolique, et la
ECSOD ou SOD:s extracellulaire, utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a
I’activité enzymatique, alors que la SOD2, mitochondriale, utilise le manganése. La SOD
catalyse la dismutation de 1’0O2 en dioxygene et H>O> selon la formule (Birben et al., 2012;
Jose et al., 1999; Valéry et al., 2007):

202" + 2H*— H202 + O2
3.1.2. Catalase
La catalase est composée de quatre sous- unités protéiques, chacune contenant un
groupement héminique avec Fe®* lié au site actif, on trouve principalement dans les
peroxysomes, La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde

d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire (Wassmann et al., 2004).

2H202 — 2H,0 + O3
3.1.3. Glutathions peroxydases
Est une métalloenzyme a sélénium, sont localisées dans le cytosol et les mitochondries.
Elles réduisent les hydroperoxydes lipidiques ROOH et non lipidiques H202, en utilisant le
glutathion réduit (GSH) comme réducteur. La réaction transforme le glutathion en glutathion

oxydé (GSSG), dans deux molécules sont unies par un pont disulfure (Jose et al., 1999).

ROOH + 2GSH — ROH + H20 + GSSG
H202 + 2GSH — 2H:0 + GSSG

3.1.4. Glutathion-S-transférases

Glutathion S-transférase (GST, EC2.5.1.18) est une famille des enzymes
multifactorielles présentes chez tous les organismes. lls catalysent la conjugaison du
glutathion a des substrats électrophiles (Pemble et al., 1994). Ces enzymes sont impliquées
dans la détoxification des d'une grande variété de composés xénobiotiques (par exemple des
agents cancérigénes, des médicaments anti-tumoraux, les polluants environnementaux) et de
composés endogeéne (par exemple, des peroxydes, des sous-produits de l'activité des especes
d'oxygeéne réactif). De plus, Quelques GST sont également impliquées dans la synthése des

eicosanoides, leukotrienes et les prostaglandines (Sherratt et Hayes, 2001).

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée comme
suit (Waxman, 1990):
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GSH + R-X — GSR + HX

3.2. Antioxydants non enzymatiques
3.2.1. Oligo-éléments
Les oligoéléments (sélénium, cuivre et zinc) qui sont les cofacteurs de divers enzymes a

activité antioxydant (Defraigne et Pincemail, 2008).

3.2.2. Vitamine E
La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble. Le terme vitamine E englobe
différents isomeres, 1’a-tocophérol étant 1’antioxydant le plus efficace, notamment dans la

détoxification des radicaux peroxyles et alkoxyles (Ré et al., 2005; Birben et al., 2012).

3.2.3. Glutathion

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intra-cellulaire. Le glutathion (GSH) joue un role essentiel dans la
préservation des formes actives de divers antioxydants de faible taille (vitamines C, E,
ubiquinone, polyphénols). Il est aussi le cofacteur de toute une série d’enzymes antioxydantes
(Defraigne et Pincemail, 2008). La fonction thiol confére au glutathion un réle d'antioxydant,
c'est-a-dire de réducteur (donneur d'électron ou d'atome H), qu'il exerce vis-a-vis de
nombreuses especes oxydées, et en particulier vis-a-vis de I'eau oxygénée et des radicaux
hydroxyles. Toutefois, le réle protecteur de GSH semble provenir de sa capacité a réagir avec

les radicaux centrés sur le carbone R-.

GSH + OH" — GS" + H20
GSH+R— GS"+RH

Le rapport glutathion réduit (GSH)/glutathion oxydé (GSSG) est un excellent marqueur
du stress oxydant et de son importance (Birben et al., 2012); plus la valeur de ce rapport est
basse, plus le stress oxydant est élevé (Haleng et al., 2007).

3.2.4. Vitamine C

La vitamine C ou ascorbate est un piégeur de ROS a spectre large, efficace contre les
radicaux peroxyles, hydroxyle et superoxyde ainsi que contre le peroxinitrite. Bien que
I’ascorbate soit hydrosoluble, il est capable de régénérer la vitamine E, ce qui permet de
déplacer les ROS de la membrane vers le cytosol et de prévenir la peroxydation lipidique.
L’ascorbate est également capable de réduire les métaux de transition et donc d’avoir des

effets prooxydants. (Ré et al., 2005).
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3.3. Antioxydants d'origine végeétale
3.3.1. Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les
vegétaux. Ils regroupent une grande variété de composes comprenant entre autres les
flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que I’on retrouve
dans les plantes (Delattre et al., 2005). L'activité antioxydante des composés phénoliques est
principalement attribuable a leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir comme agents
réducteurs, des donneurs d'hydrogéne et extincteurs (quenchers) de I'oxygene singulet (Gulgin
et al., 2010). Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des EOA et de trés bons chélateurs

des metaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007).

3.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques formés dans les plantes des acides
aminés phénylalanine, tyrosine et malonate. La propriété des flavonoides la mieux décrite est
leur activité antioxydante et leur capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles
(OH"), anions superoxydes (O2") et radicaux peroxylipidiques, par la donation directe d'atome
d'hydrogene selon la réaction suivante (Finaud et al., 2006):

Flavonoide (OH) + R* —flavonoide (O°) + RH

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. lls sont également capables de chélater les ions
métalliques (largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui peuvent
renforcer ces effets délétéres par la production des radicaux hydroxyles (OH). En tant
qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenése. lls inhibent en plus
I’angiogenese, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et métastatique des

cellules tumorales (Ghedira K, 2005).

En outre, les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes
génératrices du Oz et d’autres ROS, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la

cyclooxygénase, lipooxygénase, monooxygénase microsomal (Densiov et Afanas’ev, 2005).
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1. Les plantes medicinales et la médecine traditionnelle

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal, voire I’'unique recours de la médecine de nos grands-parents. Aujourd’hui, 1’usage
des plantes en médecine reste trés répandu dans les pays en voie de développement et celui de
la médecine complémentaire et paralléle se fait de plus en plus courant dans les pays
développés (OMS, 2002). Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps comme
remedes contre plusieurs maladies, grace a leur richesse en métabolites secondaires (Wallace,
2004). lls sont détenu comme la clé de la prise en charge thérapeutique de 150 maladies de
natures diverses. Parmi celles-ci, on trouve les maladies bénignes, fréquentes et moins
meurtrieres et celles dites chroniques, incurable, par conséquent a vie, tres meurtriéres, telles

que le cancer, la drépanocytose« I'asthme, le diabete, le SIDA, etc... (Mozouloua, 2004).

2. Aquilaria malaccensis Lam
2.1. Description botanique

Aquilaria malaccensis est un grand arbre atteint jusqu'a 20-40 m de hauteur et 60 cm de
diametre. Jeune écorce est brun clair avec poils fins, plus agés I'écorce est lisse et de couleur
blanchéatre. Sans résine, bois est blanche, l1égére et douce, mais il est difficile de bois résineux,
sombres et lourdes (Irnayuli et al., 2011). Les feuilles sont caractérisees par d'autres,
elliptiques ou lancéolées, 3-3,5 cm de large et de 6 a 8 cm de long avec 12-16 paires de
nervures (Adelina et al., 2004). Fleurs hermaphrodites, jusqu'a 5 mm de long, parfumée et
vert jaunatre ou blanches. Fruit est de couleur verte, capsule ovoide, 4 cm de long et 2,5 cm
de large. Il y a deux graines par fruit. Graine est brun noiratre, ovoides, et densément
couvertes avec des cheveux roux. A I'age de 5-6 ans, I'arbre commence la floraison et la

fructification (Irnayuli et al., 2011) (figure 6).

Figure 6: Aquilaria malaccensis Lam. (Irnayuli et al., 2011).
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2.2. Localisation géographique

Aquilaria malaccensis Lam. également appelé Aquilaria agallocha, Aquilaria
secundaria, et le nom commercial Agallochum. Il s'agit d'une rapide croissance, arbre tropical
connu localement comme la gélose (Tabin et al., 2014). Il est l'une des 25 especes
d'Aquilaria se trouvent dans le monde (Mat et al., 2012). La région phytogéographique pour
Aquilaria malaccensis comprend: Inde, Bangladesh, Bhoutan, Indonésie, Iran, Myanmar,
Philippines, Singapour, Thailande, Sud de la Chine, Cambodge, Laos, Vietnam, jusqu'a
Papouasie Nouvelle Guinée (Khalil., 2013).

2.3. Classification
Régne: Plantae
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Myrtales
Famille: Thymelaeaceae
Genre: Aquilaria Lam

Espéce: Aquilaria malaccensis Lam. (Anton., 2007).

2.4. Composition chimique

Les constituants principaux étant des dérivés de 2-(2-phényléthyl) chromone, les
composés aromatiques, les sesquiterpénes, les monoterpénes, les composés de stérol et d'ester
méthylique d'acide gras. Outre chromone, les composés étaient dominants 4-phényl-2-
butanone, palustre, benzaldéhyde et I'ester méthylique de l'acide benzénepropanoique. (Lee
Jong et al., 2014).

Des études chimiques sur les huiles gaharu des especes Aquilaria y compris Aquilaria
malaccensis ont signalé la présence de plusieurs sesquiterpénes, alcools sesquiterpéniques,
composés oxygenés, des hydrocarbures et des acides. Certains des composés qui ont été
identifiés a partir gaharu inclus a-agarofuran, B-agarofuran, 10 épi-y-eudesmol, agarospirol,
jinkohol, jinkohol 11 et valerianol (Ma et al., 2013 ; Chena et al., 2012).

2.5. Formation de bois d'agar

Dans la nature, I’arbre ne produit de 1’oud ou bois d’Agar que lorsqu’il est affecté par
certains facteurs externes, tels que la foudre, le paturage des animaux, des attaques d'insectes
ou des invasions microbienne au niveau du tronc et les racines des arbres (Akter et al,. 2013).
Le champignon impliqué dans la formation de bois d'agar dans Aquilaria malaccensis

est Melantos Cytosphaera mangiferae (Anton., 2007). D'autres champignons pathogénes qui
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trouvent dans le bois d'agar sont Fusarium bulbiferum, F. Lateriu m, F. Oxysporum, F.
solani, Penicillium spp, Trichoderma sp, Aspergillus spp, Botryodyplodia spp, Diplodia
spp, et Pythium spp (Persoon., 2007). L’arbre crée alors une barriére dense de bois riche en
résine pour arréter la propagation du champignon. Ce processus est appelé tylosis: le cceur de
I’arbre devient noir (Affre., 2004). Cette résine est appelé agarwood, Malayan eaglewood,
Malayan aloewood (Eng.); calambac, calambour (Fr.); gaharu (Indonésie); karas (Sundanese);
kekeras and kepang (Malaisie) (Adelina et al., 2004).

2.6. Utilisation thérapeutique

Le bois dagar a eté utilisé a des fins medicinales depuis des milliers d'années dans
ayurvédique, tibétaine, et la pleurésie (Persoon., 2007). Il est prescrit dans la médecine
traditionnelle asiatique de promouvoir la circulation du qi, soulager la douleur, en particulier
pris pendant la grossesse, aprés l'accouchement et pour les maladies des organes génitaux
féminins, vomissements, arrestation par le réchauffement de l'estomac, et pour soulager
I'asthme. Le bois d'agar en poudre est prescrit dans la médecine chinoise et est également
utilisé dans la production de teintures pharmaceutiques (Adelina et al., 2004). La plante est
utilisée comme stimulant, diurétique, pour traiter la variole, le rhumatisme, spasmes surtout
dans les systemes respiratoire et digestif, douleur abdominale, les coliques, la congestion
thoracique, la diarrhée, des nausées, le hoquet, des nerfs et la régurgitation. Elle est aussi
signalée a posséder une activité anticancéreuse remarquable. En Egypte, I'Arabie et tout au
long de la partie nord-est du Bangladesh, du bois d'agar est décrit comme un stimulant,

tonique cardiaque et carminatif (Tabin et al., 2014).

Il est aussi bralé pour produire un ardme agréable, et sont utilisés ades fins
religieuses par les musulmans, les Bouddhistes et les Hindous (Tabin et al., 2014). 1l est rapé
en Malaisie a utilisé a des fins cosmétiques (Lumpur., 2006). L'utilisation de I'écorce du bois
d'agar en tant qu'écriture matériau a également été largement documentés et du bois d'agar est
utilisé pour chroniques des livres religieux importante et sacrée. Ce bois est généralement trop
clair et fibreux a étre convenable pour meubles, de la construction ou méme la sculpture pour
produire des statues et objets religieux a Taiwan. Poudre de bois d'agar est connu pour étre
saupoudré sur les vétements et la peau en tant qu'insectifuge efficace contre les puces et les
poux (Adelina et al., 2004).
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3. Aristolochia longa L
3.1. Description botanique

Plante vivace de 20-50 cm, glabrescente, & racine oblongue en fuseau ou longuement
cylindrique; tiges gréles, étalées, souvent rameuses; feuilles larges de 3-5 cm, ovales
triangulaires en cceur, a sinus largement ouvert a la base, entieres, lisses, a nervures faibles;
pétiole égalant a peu prés le pedoncule; fleurs d'un vert brunatre, solitaires, égalant presque ou
dépassant les feuilles; périanthe glabrescent, a languette lancéolée 2 fois plus courte que le

tube. capsule ovale ou en poire pendante (James, 1746; Mutel, 1836) (Figure 7).

Figure 7: Aristolochia longa L (Bonnet et al., 2011).

3.2. localisation géographique

Aristolochia longa appartient au genre Aristolochia (Aristolochiaceae) constitué
d'environ 500 especes principalement répartis le long des régions tropicales, subtropicale, et
Méditerranée du monde (Benarba et Meddah, 2014). Elle croit dans Afrique subtropicale
(Afriqgue du nord), Asie tempérée (Asie Mineure), Europe meéridionale et occidentale
(Brisseau-Mirbel, 1804; lamarck, 1778).

En Algérie, Aristolochia longa est surtout rencontrée dans la région centre. On rapporte
sa présence, entre autre, a l'ouest au niveau des monts de Tlemcen (Mesli-bestaoui et al.,
2007)., aux monts de Chérea de Wilaya de Blida (Cherif et al., 2009), en kabylie, au niveau
de forét de Mizrana de la Wilaya de Tizi Ouzou (Bekdouche et al., 2008).
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3.3. Classification
Régne: Plantae
Division: Tracheophyta
Sub-division: Spermatophytina
Classe: Magnoliopsida
Super-ordre: Magnolianae
Ordre: Piperales
Famille: Aristolochiaceae
Genre: Aristolochia L

Espeéce: Aristolochia longa linn (Nardi, 2009).

3.4. Composition chimique

Sur le plan chimique, cette famille se caractérise par la présence assez générale d’acide
aristolochique. Les acides aristolochiques 1 (R= OCH 3) et Il (R = H) sont des dérivés
structurellement apparentés aux acides carboxyliques du nitro phénanthréne (figure 8)
(Debelle et al,. 2009). Ce phénanthréne nitré a fait 1’objet de nombreuses études pour ses
propriétés antitumorales. Les recherches menées dans cette voie ont été abandonnées en
raison de sa trop forte toxicité (Grenand et al., 1987), ces principes toxiques de ces plantes,
induisent des néphrotoxicités, des mutagénécités, de fibrose tubulointerstitial, et cancer
urothélial. entrainant I’interdiction d’utilisation de tout reméde naturel contenant cet acide

dans plusieurs pays (Cherif et al,. 2014).

<o COOH
o NO2>
=

Figure 8: Structure d' acide aristolochique (Debelle et al., 2009).

Toutes les ARISTOLOCHIACEES sont plus ou moins aromatiques et toutes les espéces
appartenant au genre Aristolochia renferment des huiles essentielles. Ces dernieres sont
composées de dérivés phénylpropanes (asarone, élémicine, safrol, méthyleugénol, eugénol),
de monoterpenes dont les plus fréquents sont le pinéne, le bornéol et de sesquiterpénes
(Grenand, etal., 1987).
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3.5. Utilisation thérapeutique

Aristolochia longa L. (Aristolochiaceae) est une espéce couramment utilisées en
médecine traditionnelle algérienne (Cherif et al., 2014). Les racines broyées sont couramment
utilisés (89%) mélangés avec du miel, du lait, de I'eau ou d'autres plantes medicinales pour
traiter plusieurs maladies mais surtout dans le traitement du cancer (Benarba et Meddah,
2014). 1l est utilisé par les patients marocains atteints de cancer au cours de leur traitement
specifique. Cette pratique est restée jusqu'a ce jour sans validation scientifique (Benzakour et
al., 2011).

Aristolochia longa est également recommandé pour l'insuffisance ovarienne, la
guerison, diurétique, analgésique, anti-inflammatoire, anti-mitotique (Cherif et al., 2014)., les
infections de la peau, et le diabete et pour le traitement de biimezoni (palpitations de l'aorte).
Les racines sont aussi utilisées comme émeto-catharique et comme alexitére (antidote des

morsures de serpents) (Bammi et Douira, 2002).

Les racines, en décoction, sont utilisées contre les affections intestinales, les

intoxications aigués, et pour provoquer 1’avortement chez les femmes (Lahsissene et al.,

2009).
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1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Les plantes utilisées dans ce travail sont I'écorce de tronc d'Aquilaria malaccensis et les
rhizomes d'Aristolochia longa, ont été achetés du marché local, lavés plusieurs fois, séches a
I'air pendant 48-92 h et pulvérisés avec un mixeur jusqu’a I’obtention d’une poudre fine. Les
poudres d'Aristolochia et Aquilaria sont conservée a la température ambiante dans des
contenants hermétiques a 1’abri de la lumiére vive jusqu'a le début de 1’expérimentation

(figure 9).

Figure 9: (A): Aquilaria malaccensis Lam, (B): Aristolochia longa L (photo originale).

1.2. Les animaux
1.2.1. Condition d'élevage

Notre étude a été réalisé sur vingt-cing (25) rattes femelles de type Wistar Albinos,
provenant de I’institut Pasteur d’Alger, 4gés de huit semaines avec un poids de 217+£3 g. Les
animaux sont élevés a I'animalerie au niveau de la faculté de sciences de la nature et de la vie,
a l'université Echahid Hamma Lakhdar. lls ont été soumis a une période d’adaptation aux
conditions de I’animalerie, un mois d’environ a une température de 18+0.18 °C, une humidité
de 64+0.3% et une photopériode de 12 h/12 h. Les rattes sont logées dans des cages en
plastique. Les animaux ont été nourris par un régime alimentaire dont nous avons préparé

selon Southon et al, (1984) (tableau 2), et recevant I'eau distillée
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Tableau 2: Composition de régime standard (Southon et al., 1984).

Matieres premieres Quantité (g/kg) Pourcentage (%)

Mais 326 32.6

Saccharose 326 32.6

Protéine 168 16.8
Cellulose 40 4
Minéraux 20 2
Vitamine 20 2
Huile 40 4

1.2.2. Traitement des animaux
Aprés la période d’adaptation, les rattes ont eté répartis en cing groupes de cing rattes

chacun, les rattes ont été traités comme suit :
Groupe 1 (T): rattes sain (témoin).
Groupe 2 (P): rattes contaminé par l'acétate de plomb durant 75 jours.

Groupe 3 (P+AQ): rattes contaminé par l'acétate de plomb et traité par A. malaccensis (AQ)

pendant le dernier 15 jours.

Groupe 4 (P+Ar): rattes contaminé par I'acétate de plomb et traité par A. longa (Ar) pendant

le dernierl5 jours.

Groupe 5 (P+Ag+Ar): rattes contaminé par l'acétate de plomb et co-traité par A. malaccensis

et A. longa pendant le dernier 15 jours.

L'acétate de plomb a été solubilisé dans I'eau de boisson a raison de 100 mg/Kg de poids
corporel durant 75 jours. Le traitement par les plantes a été fait a raison de 1% du régime

alimentaire.

1.2.3. Sacrifice et prélevement de sang et des organes

Les rattes sont anesthésiées par chloroforme (94%) apres 16h de je(ne et sont sacrifiés
(par décapitation). Le prélevement sanguin s'effectue le moment de sacrifice des rattes dans
des tubes EDTA pour la FNS et des tubes secs pour les analyses biochimiques. La glycémie

est mesurée par le glucomeétre pour chaque ratte. Apres, centrifugation le sang a 3000

27



CHAPITRE I: MATERIEL & METHODES

tours/minute pendant 15 minutes. Le sérum obtenu est conserve a une temperature de -20°C
jusqu’au moment des analyses biochimiques (l'urée, acide urique, créatinine, calcémie,
protide, phosphatase alcalin, TGO, TGP).

Le foie, reins, cceur, cerveau et l'os sont soigneusement prélevés, rincés avec NaCl,

ensuite pesés.

Les homogénats des organes sont préparés pour le dosage des parametres du stress
oxydatif (Malondialdéhyde, catalase, glutathion, glutathion S-transférase) et le dosage de
transaminase tissulaire (cceur et foie). Une partie des reins est fixée dans le formol (10%) afin

de réaliser I'étude histologique.
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25 rattes femelles Wistar Albinos @
A
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5 rattes traitées par I’cau distillée 20 rattes contaminées par 1’acétate de Pb

Jours 61 a
jours 75
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Figure 10: Schéma récapitulatif du protocole expérimental de I'étude.
1.3. Reactifs et produits utilisés

Chlorure d'hydrogéne (HCI), méthanol, chloroforme, réactif de Mayer, réactif de

Wagner, FeClsz, acide sulfirique (H2SOas), liqueur de Fehling, Folin-Ciocalteu (FCR),

29



CHAPITRE I: MATERIEL & METHODES

carbonate de sodium (Na2CO3), acide gallique, Tris, chlorure de sodium (NaCl), ammoniac,
nitrate de plomb (Pb(NOs).), acide salicylique, bleu de Coomassie, sérum bovin albumine
(BSA), acide trichloroacétique (TCA), acide thiobarbiturique (TBA), Butylhydroxytoluene
(BHT), peroxyde d'hydrogéne (H202), tampon phosphate (KH2PQOs), acide salicylique,
5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), GSH, 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB).

Kit de réactif de l'urée, Kit de réactif de créatinine, Kit de réactif I'acide urique, Kit de
réactif de protide, Kit de réactif de calcium, Kit de réactif de I'aspartate aminotransférase, Kit

de réactif de I'alanine aminotransférase sont achetés du SPINREACT (Espagne).

1.4. Materiel de laboratoire

- Evaporateur rotatif de type Biichi Rotavapor R-200.

- Centrifugeuse horizontale de type SIGMA.

- Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240.
- Glycometre de type Contour Ts.

- Bain-marie de type MEMMERT.

- Etuve de type MEMMERT.

- Balance électrique de type KERN EMB 2200-O.

- Balance analytique de type KERN ABJ/ABS.

- Agitateurs magnétiques a plaque chauffante.

- Analyseur clinique automatisé de type BIOLIS 241.

- Analyseurs d'hématologie de type Medonic.

- Four a moufle de type Nabertherm.

- Microscope optique de type OPTIKA lié a un appareil photo.
- Micropipette.

- Hown.

- Verreries (bucher, erlenmeyer, éprouvette, tubes a essai, Pipette graduée...).
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2. Méthodes

2.1. Méthode de préparation de I'extrait aqueux

10 g de la plante séche que ce soit A. malaccensis ou A. longa avec 100 ml d'eau
distillée ont été bouillit a feu doux pendant 2h. Apres macérés a température ambiante
pendant 24h, puis filtrés, les filtrats ont ensuite été évaporés a l'aide d'un évaporateur rotatif
(Majhenic et al., 2007).

@de plante M| d'eau dist@

Bouillir a feu doux pendant 2h

a(l]

=

Maceération a température ambiante pendant 24h

Evaporé le filtrat par un évaporateur rotatif

Figure 11: Protocole de préparation de I'extrait aqueux des plantes.

2.2. L'analyse phytochimiques

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

¢ Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI et ajouter quelques 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.

¢ Les substances polyphénoliques
v' Tannins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
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aqueuse de FeCls a 2%, la présence des tanins est indiqué par une coloration verdatre ou bleu-

noiratre.

v" Flavonoides
Ajouter dans un tube & essai, 5ml d'extrait a tester, 5ml ammoniac dilué et 1ml H2SOg.

L'apparition d'une coloration jaune prouve la présence des flavonoides.

¢ Saponines: Test de mousse
Dans un tube & essai, introduire 5ml de I'extrait & analyser, mélangé avec 5 ml d'eau
distillée dans un tube a essai et on a agité vigoureusement. La formation d'une mousse de

sable a été prise comme une indication de la présence de saponine.

¢ Sucres réducteurs
Dans un tube a essai, ajouter liqueur de Fehling (1ml réactif A et 1ml réactif B), a
I’extrait a analyser et incuber I’ensemble dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un

précipite rouge brique indique la présence des sucres réducteurs.

¢ Terpénoides: Test de Slakowski
Dans un tube a essai, ajouter a 5ml d'extrait de plante, 2ml de chloroforme et 3ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un couleur brun rougeatre indique la présence

des terpénoides.

2.3. Méthode de dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisée par le
protocole de Li et al.,(2007). 200 pL d'extrait végétal dilué est mélangé, la solution a été
introduite a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 1ml du
réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans I’cau distillée. Aprés 4 minutes, 800 pl de
carbonate de sodium (Na2CO3) a concentration de 7.5g/l ont été ajoutées, les solutions ainsi
obtenues ont été secouées immédiatement et sont maintenues a I’obscurité pendant 2h a
température ambiante. L’absorbance a ¢ét¢ déterminée a 760 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre UV-VIS.

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations (50 - 100 - 150 - 200ug/ml), réalisée par la méme procédure du
dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme

d'extrait sec (mg d'/EAG/g). Toutes les mesures sont répétées 3 fois.
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2.4. Dosage des parametres hématologiques
Les parametres hématologiques (hémoglobine, globules rouges, Granulocyte,) sont
déterminés par la méthode de Coulter en utilisant 1’autoanalyseur d'hématologies de type

Medonic spécifique de ’FNS (formule de numération sanguine).

2.5. Dosage des parameétres biochimiques sériques
2.5.1. Dosage I'urée serique
¢ Principe

Dans notre étude, l'urée sérique a été déterminée suivant une méthode colorimétrique
par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de l'urée sérique
(Kaplan., 1984). L’uréase catalyse I’hémolyse de I'urée, présente dans I’échantillon, en
ammoniac (NHz) et en anhydride carbonique (CO2). L’ammoniac formé est incorporé a 1’a-
cétoglutarate par I’action du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation parallele de
la NADH a la NAD":

Urée + HoO + 2 HY U, 9 NH3 + CO>
2 NH;3 + a-Cétoglutarate + NADH  _CPH | H,0 + NAD* + L-Glutamate

La diminution de la concentration de NAD" dans la méthode est proportionnelle a la

concentration d’urée dans 1’échantillon testé. L'absorption est mesurée a 340 nm.

2.5.2. Dosage de la créatinine sérique
¢ Principe

Dans notre étude, la créatinine a été déterminée suivant une méthode cinétique par un
Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de créatinine sérique. Le test
de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium décrit par Jaffé.
La créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge.
L’intervalle de temps choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des
interférences connue pour la méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a
la concentration de créatinine présente dans I’échantillon testé. L'absorption est mesurée a 490
nm (Murray et al., 1984c).

2.5.3. Dosage de I'acide urique serique
¢ Principe
Dans notre étude, l'urée sérique a été déterminée suivant une méthode enzymatique

colorimétrique par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
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I'acide urique sérique (Schultz., 1984). L’acide urique est oxydé par 1’uricase a 1’allantoine et
le peroxyde d’hydrogéne (2H202) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4-
aminophénazone (4-AF) et du 2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme un composé

rosacé:

Acide urique + 2H20 + O, Y8 Allantoine + CO2 + 2H20;
2H,0; + 4-AF + DCPS _P9° | Quinonaimine + 4H,0

L’intensité¢ de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la concentration d’acide

urique présente dans I’échantillon testé, 1'absorption est mesurée a 520 nm.

2.5.4. Dosage du protide sérique
¢ Principe
Dans notre étude, le protide a été déterminé suivant une méthode colorimétrique par un
Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de protide sérique (Koller.,
1984). En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de sels
de cuivre; ces sels contiennent du iodure qui agit comme un antioxydant. L’intensité de la
couleur formée est proportionnelle a la concentration de protéines totales dans 1’échantillon

testél, I'absorption est mesurée a 540 nm.

2.5.5. Dosage de la calcémie sérique
¢ Principe
Dans notre étude, le calcium a été déterminée suivant une méthode colorimétrique par
un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de calcium (Farell.,
1984).La mesure du calcium est fondée sur la formation d’un complexe coloré

entre le calcium de I’échantillon et 1’o-crésolphtaléine, en milieu alcalin :
Ca'* + o-Crésolphtaléine —°H+ ,  Complexe coloré

L’intensité de la couleur formée est directement proportionnelle a la concentration de

calcium présente dans 1’échantillon testé, 1'absorption est mesurée a 570 nm.

2.5.6. Dosage de I'activité des transaminases sériques et tissulaires (foie et cceur)
2.5.6.1. Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)
¢ Principe
Dans notre étude, I'Aspartate aminotransférase ont été déterminés suivant une méthode

cinétique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de I'Aspartate
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aminotransférase (Murray., 1984 b). L'Aspartate aminotransférase (ASAT) initialement
appelée glutamate oxalo acétate-transaminase (GOT) catalyse le transfert d'un groupe aminé
d'aspartate vers 1'a-cétoglutarate pour donne du glutamate et I'oxaloacetate. L'oxaloacetate est

réduit au Malate par Malate déshydrogénase (MDH):

Aspartate +a-cétoglutarate ASAT,  Glutamate + Oxaloacetate

Oxaloacetate + NADH+H MDH , Malate + NAD*

Le taux de diminution de NADH, mesurée photométriquement. Elle est proportionnelle
avec la concentration de ASAT catalyse dans L'échantillon, I'absorption est mesurée a 340

nm. La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=340 nm.

2.5.6.2. Dosage d'Alanine amino transférase (ALAT)
¢ Principe
Dans notre étude, I'Alanine amino transférase a été déterminée suivant une méthode
cinétique par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de I'Alanine
amino transférase sérique (Murray., 1984). L’alanine amino transférase (ALT) initialement
appelée transaminase glutamique pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’un groupe
animique d’alanine vers I’alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le

pyruvate produit est réduit en lactate en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH:

Alanine + a-Cétoglutarate AT | Glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH + H*  _2H _ | actate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photométriquement, est proportionnelle a la concentration -catalytique d’ALT dans

I’échantillon, I'absorption est mesurée a 340 nm.

2.5.7. Dosage de I'activité des phosphatases alcalines
¢ Principe
Dans notre étude, la phosphatase alcaline a été déterminée suivant une méthode
cinétiqgue par un Autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
phosphatase alcaline (Wenger., 1984). La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du
groupe phosphate depuis le p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1-

propanol en libérant du p-nitrophénol et du phosphate, selon la réaction suivante:

p-Nitrophénylphosphate +AMP  _PA- | p-Nitrophénol + Phosphate
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La vitesse de formation du p-Nitrophénol, déterminé de maniere photométrique est

proportionnelle a la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans 1’échantillon testé.

2.6. Dosage des parametres de stress oxydatif
2.6.1. Préparation de I’homogénats des organes

Un gramme de tissu (foie, reins, cceur et cerveau) de chaque rat des différents groupes
étudies, a été utilisé. Apres broyage et homogénéisation des tissus dans le TBS (Tris 50 mM,
NaCl 150m M, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la suspension cellulaire (3000
trous/min, 15 min), puis le surnageant obtenu est conservés a -20°C en attendant d’effectuer

les dosages des paramétres du stress oxydatif.

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

L'absorption est mesurée a 595nm.

2.6.3. Dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
¢ Principe
Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique. La réaction entraine la formation d’un complexe de
couleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 532nm (Yagi., 1976).

¢ Réactif
20g de acide trichloroacétique (TCA); 375 mg de acide thiobarbiturique (TBA); 0,01g
de Butylhydroxytoluene (BHT); 25 ml de Chlorure d'hydrogene (HCI) 1N et 50 ml d'eau
distillée ont été introduit dans un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un
bain Marie jusqu'a dissolution complete du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et

complété le volume par I'eau distillée jusqu'au trait de jauge.
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¢ Mode opératoire
Prélever 100ul d'échantillon (homogénat) et 400ul de réactif TBA dans les tubes a essai
en verre et a vis, et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C
pendant 15 minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les
tubes ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Apres centrifuger
a 3000 tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532nm a Iaide
d’un spectrophotométre.

¢ Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction

moléculaire du MDA (& = 1,53 105 M-1 cm-1). Les résultats ont été exprimés en umol/I.
MDA (umol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 1075)/mg de prot

2.6.4. Dosage de I’activité enzymatique du catalase
¢ Principe
L’activité de catalase consiste a mesurer la disparition de H2O> induite par la catalase
contenue dans I’échantillon en mesurant 1’absorbance de H202 a 560nm a I’aide d’un

spectrophotomeétre UV/visible.

+ Mode opératoire
Dans des tubes a essais en mélanger 1ml de tampon phosphate (KH2POs, 0.1 M, pH
7.2), 0.975 ml de H20: fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme
(homogénat). L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (Aebi, 1984).

¢ Expression des résultats
L’activité enzymatique est calculée en termes d'unité internationale par minute et par

gramme de protéine (Ul/min/g de protéine), selon la formule:
Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine.

Al : Absorbance a la premiére minute.
A2 : Absorbance a la deuxieme minute.

T : Intervalle de temps en minute.
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2.6.5. Dosage des glutathion réduit (GSH)
¢ Principe
Le complexe formé entre le GSH et I’acide 5,5’dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), ce
qui libére 1’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel présente une absorbance a 412nm
(Weckbercker et Cory., 1988).

¢ Mode opératoire
M¢élanger avec 1’agitateur 0.8 ml de solution homogene et 0.2ml de l'acide salicylique
(0.25%) et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant 5
minutes. Puis, prélever 0.5ml de surnagent, ajouter le 1ml de solution tampon tris avec NaCl
solution 1 avec 0.025ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3. Laisser le mélange 5min de
température de chambre puis lire l'absorbance avec spectrophotometre d'absorption

moléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).

+ Expression des résultats
On calcule la concentration du GSH exprimée en nanomoles par milligramme de
protéines (nmol/mg prot) selon la formule suivante :
DO 1 x 1525

GSH(nM /mg de prot) = *d
(nM /mg de prot) 13133 % 0.8 X 0.5 ¥ mg de prot

GSH: concentration de glutathion.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1: volume de mélange de protéine.

1.525ml: volume total de mélange.

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.
0.5ml: volume de solution surnagent.

d: facteur de dilution.

2.6.6. Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GSTS)
¢ Principe
L’activité de la GSTs a été mesurée par spectrophotometrie en se basant sur la cinétique
de formation d'un complexe entre un substrat des GST: le 1-chloro-2-4-dinitrobenzéne
(CDNB), et le glutathion (GSH). Le complexe formé peut étre visualisé par une augmentation

de la densité optique a une longueur d’onde de 340 nm.
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¢ Mode opératoire
La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al (1974);
celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans I’homogénat sur un mélange (GSH +
CDNB) a une tempeérature de 37°C et a un pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a

I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une

longueur d’onde de 340 nm.
Réactifs Blanc (ul) | Essai (pl)
Tampon phosphate (0.1M) ph 6.5 850 830
CDNB (0.02M) 50 50
GSH (0.1M) 100 100
Homogénat - 20

+ Expression des résultats
L’activité de la GSTs exprimée en nano-moles de CDNB par minute par milligramme

de protéines (nmol CDNB/min/mg prot) selon la formule suivante :

DO échant/min — DO blanc/min
9.6 X mg de praot

GSTs(nM/min/mg de prot) =

GSTs: glutathion S-transférase.

Do échant/min: Densité optique de 1’échantillon /min.

Do blanc /min: Densité optique du blanc /min.

9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM™2. Cm™,

2.7. Technique histologique
L'analyse histologique a été réalisée a clinique privé de Gafsa, tunisie. La technique

utilisée est celle décrite par (Houlot ,1984) qui comporte les étapes suivantes:

2.7.1. Fixation des échantillons

Apres sacrifice des rattes les reins est immédiatement introduite pendant 12 heures dans
le formol & 10% permettant I'immobilisation et la fixation des structures et constituants
cellulaires puis mise de ces échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois
tournées afin de permettre le passage du Bouin alcoolique (26ml Formol, 7ml Acide acétique,
45ml Acide picrique 1% dans I’éthanol a 95% et 22ml eau distillée) et sont coupés a ’aide de
couteaux tranchant a fin de réaliser des prélevements pour I’étude histologique avec une

surface de 1 & 2 cm? et une épaisseur de 1.5 mm.
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2.7.2. Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés a I’aide d’un appareil automatique pendant 12
heures au minimum pour éliminer 1’eau des tissus et cette opération nécessite le passage du
tissu dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%). La

déshydratation peut étre accélérée par I’agitation rapide grace a des automates spécieux.

2.7.3. Inclusion

Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se

solidifiant, va permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion»

2.7.4. Confection des coupes histologiques

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au
microtome de 4 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet,
puis déplissés et fixés par une eau gélatineuse chauffée a 40 °C. Les lames sont ensuite

séchées dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.

2.7.5. Coloration

Pour la coloration, on a utilisé la technique a ’Hématoxyline-Eosine (ou Hématoéine
Eosine) qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100ml d’alcool éthylique a 70% + 50ml
d’acide HCI), eau ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2ml d’ammoniaque) et solution
d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse & 3%, 125ml alcool éthylique a 95%, 375ml eau

distillée et 2 gouttes d’acide acétiques) selon les €étapes suivante :

- Déparaffiner par I'utilisation de réactif le toluéne. Les coupes sont passées dans 4 bains de

toluéne pendant 5 a 10 min chacun. Le toluéne du dernier bain doit étre pur.

- Hydrater les lames pour retirer le toluéne du tissu et le remplacer par l'eau. Les piéces sont
passées dans I'éthanol I'un a 96° et l'autre a 70° d'une durée de 3 a 5 min chacun puis sont enfin

lavées a I'eau courante pendant 5 min environ avant coloration.

- Coloration au hématoxyline-éosine (15 minutes) pour mettre en évidence les éléments
cellulaires et tissulaires, le noyau apparait colorée en bleu, le cytoplasme et le tissu conjonctif

extracellulaire en rose.

- Les lames sont mises dans I'Hémalun acide de Mayer pendant 6 min, rincer a l'eau. Puis dans |
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HCL 0.5% en faisant plonger les lames 2 fois et dans lithinée 2 min avant de rincer, les faire passer

dans | éosine pendant 5 min, puis rincé 3 fois pendant 5 min.

- Déshydrater les lames colorées successivement pendant quelques secondes dans I'alcool a 70°,
I'alcool & 96° et enfin dans deux bains d'alcool absolu, le premier pendant quelques secondes et le

second pendant 5 min, toluene 5 min.

- Le montage et l'opération qui consiste a fixer, a I'aide d'une goutte de I'Eukitt, une lamelle de
verre sur I'échantillon histologique, qui permette I'adhérence entre la lame et la lamelle. Une légeére
pression sur la lamelle permet de chasser les bulles d'air. Aprés montage, les lames sont séchées sur

papier absorbant, nettoyées au toluéne puis observées par un microscope optique.

Tous ces bains sont séparés par des lavages a I’eau du robinet. Les préparations ont

ensuite été séchées puis observées au microscope optique lié a appareil photo.

8. 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 2013) qui nous aide pour faire les tests et les courbes.
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1. Etude phytochimique et dosage de polyphénols

Tableau 3: Tests phytochimiques de I'extrait aqueux d'A. malaccensis et A. longa.

Composés Réactifs A. malaccensis A. longa
Flavonoides H2S04 + +
Tannins FeCls + -
Alcaloides Mayer + +
Saponines Test de mousse + +
Terpénoides Test de Slakowski + +
Sucres réducteurs | Liqueur de Fehling + +

-: absent ; +: présent

Tableau 4: Contenu en polyphénols de I'extrait aqueux d'A. malaccensis et A. longa.

Polyphénols mg EAG ¢

Moyenne + S.E.M

A. malaccensis

(mg d'EAG/g d'extrait sec)

11.767+0.05

A. longa

(mg d'EAG/g d'extrait sec)

4.223+0.207

2. Effet de traitement par A. longa et A. malaccensis sur la croissance corporelle, le poids

relative des organes

v Etude de la croissance corporelle et le poids relatif des organes

Tableau 5: Poids initiale, Gain du poids et poids relative des organes chez le groupe témoin

et les groupes expérimentaux.

Parametres T P P +Aq P +Ar P +Ag+Ar
Poids initial () 235+5.06 225.2+5.69 216.60+23.71 221+8.76 225.2+3.51
Gain du poids (g/j/rat) | 4.4+3.07 -1.8+2.32" -2.0+5.00" -0.40+1.15™ 0.4+1.61"
Foie | 2.519+0.057 | 3.206+0.246" 2.578+0.056°¢ 2.529+0.046° 2.491+0.023°¢
Poids
] Reins | 0.568+0.014 | 0.730+0.048™ | 0.653+0.027"2 | 0.669+0.012""" | 0.592+0.012°¢
relative (%0)
Ceeur | 0.367+0.007 | 0.339£0.024NS | 0.311+0.007""® | 0.318+0.024NS | 0.437+0.015™°¢

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
“p<0.05; “p<0.01; " p <0.001 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05;°p<0.01; °p<0.001 comparaison avec le lot plomb.
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Figure 12: Variation du Poids relatif de foie, reins et cceur chez le groupe témoin et les

groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): * p< 0.05 ; ** p< 0.01;
*** n< 0.001, avec groupe traités par Pb (P): a p<0.05; b p < 0.01; ¢ p< 0.001, n=5 rats.

3. Effet de traitement par A. longa et A. malaccensis sur des paramétres hématologiques,
biochimiques et enzymatique chez les rats contaminées par le plomb

v Etude des paramétres hématologiques
Tableau 6: Taux d'hémoglobine, nombre des globules rouges et des granulocytes chez les

groupes témoins et les groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Paramétres T P P+Aq P+Ar P+Aq+Ar
Hémoglobine . . ; m
(/d) 13.0+£0.141 | 11.35+0.184 11.825 +0.165™"° | 11.80+0.168™"" | 11.375+0.225
g
Globules
1 7.362+0.042 | 6.87+0.02"" 7.362+0.047¢ 7.458+0.12°¢ 7.173+0.142
rouges (10*/1)

Granulocytes

(101 0.825+0.004 | 0.80+07" 1.375+0.126™ | 0.975%0.0726* | 0.7250.031"

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
“p<0.05; “p<0.01;" p<0.001 comparaison avec le lot ttmoin
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Figure 13: Variation du taux d’hémoglobine , nombre des globules rouges et granulocytes

chez le groupe témoin et les groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe

témoin: * p< 0.05 ; ** p< 0.01; *** p< 0.001, avec groupe pb :a p<0.05; b p <0.01; ¢ p<0.001, n="5 rats.

v' Etude des paramétres biochimiques

Tableau 7: Teneurs sériques en glucose, urée, créatinine, acide urique, protide, calcémie chez

les groupes témoins et les groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Parametres T P P+Aq P+Ar P+Aq+Ar
Glycémie (g/) 0.752+0.051 | 0.905+0.107" | 0.805+0.053° | 0.805+0.067% | 0.775+0.027¢
Urée (g/l) 0.64+0.067 0.81+0.085" 0.60+0.037 ¢ | 0.67+0.030° 0.67+0.033°
Créatinine (mg/l) 4.40+0.40 4.55+0.320NS | 4.40+0.245NS | 3.80+0.200"2 4.00+0.00NS
Acide urique (mg/l) | 17.60+1.94 18+2.00N | 18.8+1.32NS | 17.6+1.60NS | 18.6+1.36MNS
Protide (g/l) 50.6+1.40 | 48.33+1.76M | 47.60+2.60NS | 48.2+#1.12NS | 47.4+1.53\S
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Calcémie (mg/l) 122.5+0.95 | 105.67+0.44™" | 105+0.97"" | 105.6+0.62™" | 106.2+0.61™"
Moy * S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
“p<0.05; "p<0.01;" p<0.001 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05;°p<0.01; °p<0.001 comparaison avec le lot plomb.
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Figure 14: Variation de la concentration sérique de glucose, I'urée, créatinine, acide urique,

protides et calcium chez le groupes témoin et les groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05, Comparaison avec groupe exposé au pb: a p < 0.05; b p <0.01; c
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p< 0.001, n= 10 rattes.

v' Etude des enzymes sériques

v' Etude des enzymes tissulaires
Tableau 8: Activité du TGO, TGP, PAL sérique et tissulaire chez le groupe témoin et les

groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Parametre (U/l) T P P+Aq P+Ar P+AQ+Ar
TGO sérique 205.8+10.3 218.7£20.7 211.67+4.16 208.0+4.62 220.0£8.08
TGP sérique 89.5+4.33 90.5+7.79 80.50+7.08 86.25+5.73 86.67+7.8
PAL sérique 40.1616.07 74.1+4.25™ 58.48+9.35NS 76.6+14.9NS 76.93+4.23™

TGO hépatique 55.8+2.90 40.75+6.37" 42.40+5.88" 83.40+9.22"P 75.6 £10.5°

TGO myocardique 37.8+4.96 8.80+1.06™ 17.8+0.929""¢ | 21.60+2.05™"¢ | 20.40+1.717"¢

TGP hépatique 1140.2430.74 | 890.52+40.79™ | 1120.9+190NS 139.0+100.9° 2280.2+350.8"°

Moy + S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
"p<0.05; "p<0.01;" p<0.001 comparaison avec le lot témoin
ap<0.05;"p<0.01; ¢p<0.001 comparaison avec le lot plomb
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Figure 15: Variation de l'activité serique de TGO, TGP et PAL chez le groupe témoin et les

groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: ** p<0.01).
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Figure 16: Activité hépatique et myocardique de TGO et TGP chez le groupe témoin et les

groupes expéerimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: ** p < 0.01. Comparaison
avec groupe Pb: ®p < 0.01; ¢p < 0.001

4. Effet de traitement par A. longa et A. malaccensis sur des parameétres de stress
oxydant chez les rattes contaminées par le plomb

v Etude de la peroxydation lipidique (MDA) et le glutathion réduit (GSH)
Tableau 9: Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA) et glutathion réduit (GSH)
chez le groupe témoin et les groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Paramétres T P P+Aq P+Ar P+AQ+Ar
Foie 1.837+0.372 | 2.263%0.398N° | 1.306+0.416N% | 1.662+0.258N2 | 1.115+0.232Ns¢
MDA Reins 3.159+0.410 | 4.377+0.465™ | 2.128+0.319"¢ | 2.111+0.1377"¢ | 1.717 £0.0977"¢

(umol/mg Ceeur 4.071+0.712 | 4.673+0.478N° | 1.436+0.181""°¢ 4.450+1.07M 2.353+0.199™" ¢

prot) Cerveau 0.253+0.046 0.384+0.040" | 0.3124+0.080N° | 0.314+0.070M° 1.012+0.152""P
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Foie 0.220+0.017 | 0.098+0.006™" | 0.190+0.021° 0.305+0.029"¢ 0.238+0.037NSP
GSH Reins 0.485+0.097 | 0.248+0.017"" | 0.212+0.029™" 0.384+0.040"" 0.227+0.009™
(nM/mg Ceeur 0.1856+0.007 | 0.117+0.010™" | 0.152+0.006™" | 0.170+0.006NS¢ | 0.153+0.004""¢
prot) Cerveau 0.105+0.010 | 0.087+0.005™ 0.091+0.008" 0.110+0.007NS® 0.089+0.003™
Moy * S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
“p<0.05;"p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin.
ap<0.05;"p<0.01; ¢p<0.001 comparaison avec le lot plomb.
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Figure 17: Variation de la peroxydation lipidique au niveau tissulaire chez le groupe témoin

et les groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p <

0.01; *** p < 0.001, comparaison avec groupe pb: ap < 0.05; b p<0.01; ¢ p <0.001, n=5 rats.
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Figure 18: Variation de la Concentrations tissulaires de glutathion (GSH) chez le groupe

témoins et les groupes expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05;

** < 0.01; *** p <0.001, Comparaison avec groupe témoin pb: ® p < 0.01; ¢ p < 0.001, n= 5 rattes.

v’ Etude de I'activité de de catalase et Glutathion S Transférase (GST)

Tableau 10: Activité de catalase et glutathion S Transférase (GST) chez le groupe témoin et

les groupes expérimentaux pendant 15 jours.

Parametres T P P+Aq P+Ar P+Aq+Ar
Catalase Foie | 140.3t36.9 | 176512493~ | 123.3x40.7% | 68.24%437 ¢ | 113.1£22.7"52
(Ulimg prot) | _Reins | 86.1¥825 | 187.5:22.7" | 142.19+8.88” " | 117.88+7.71"° | 115.1x18""
Ceeur | 36.51£1.07 | 79.4+10.9 | 66.9%29.1% | 40.84+2.99%5¢ | 42.48+3.43°°
Cerveau | 54.542.12 | 73.82+2.78 | 58.114#2.49"5¢ | 57.02+ 6.15"% | 73.235.87
GST Foie | 14.3t1.28 | 6.27x057 9.21+167 13.03+1.96™° | 10.84+0.87"
(nmol/ Reins | 3.75£0.78 | 2.48+0.02" 244017 3.01£0.1472 | 2.62+0.53%
_ Ceur | 1.19+0.48 | 027+0.13™ | 0.460.19" 1.10£0.50%% | 0.45+0.21"
min/mg prot) "= veau | 2.08£043 | 2.20£0.09° 2.28+0.38" 3.03+0.68" 2.41%0.19"

Moy = S.E.M. de 05 rattes de chaque group.
“p<0.05; "p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot témoin.

49




CHAPITRE II: RESULTATS
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Figure 19: Variation de l'activité de catalase chez le groupe témoin et les groupes

expérimentaux pendant 15 jours. Comparaison avec groupe témoin: * p < 0.05 ; ** p < 0.01; *** p <
0.001, Comparaison avec groupe pb: a p < 0.05; b p <0.01; ¢ p < 0.001, n=5 rattes.
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Figure 20: Variation de I'activité tissulaire de glutathion S-transférase (GSTs) chez le groupe

témoins et les groupes expérimentaux pendant 14 jours. Comparaison avec groupe témoin (T): * p <
0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001, avec groupe témoin traités par pb (P): a p < 0.05; b p < 0.01, n= 5 rattes.

5. Etude histologique
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Figure 22: Coupes histologiques du reins d'une ratte contaminée par le plomb pendant 75
jours. (NT: nécrose tubulaire; DT: dilatation tubulaire; H: hémorragie).
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Figure 23: Coupes histologiques du reins d'une ratte traitée par Aquilaria malaccensis

pendant 15 jours. (TN: tubule normale).

Figure 24: Coupes histologiques du reins d'une ratte traitée par Aristolochia longa pendant 15

jours. (TN: tubule normale).

Figure 25: Coupes histologiques du reins d'une ratte co-traitée par Aquilaria malaccensis et

Aristolochia longa pendant 15 jours. (TN: tubule normale).
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CHAPITRE I11: DISCUSSION

Discussion

A la recherche de nouveaux composés biologiquement actifs, de nouveaux agents
chimio-thérapeutiques d'origine végétale, pourraient étre utilisées pour améliorer [l'anti-
cancérogénicité du traitement medicamenteux standard. L'Aquilaria malaccensis et

I'Aristolochia longa sont largement utilisé dans la médecine traditionnelle Algérienne.

Dans la présente étude nous évaluons les effets d'A. malaccensis et d'A. longa contre la
cytotoxicité et les dommages induit par le plomb.

L'analysephytochimique des extraits aqueux d'Aquilaria malaccensis et d'Aristolochia
longa a révélé I'existence des plusieurs principes actifs. Les flavonoides, les terpénoides, les
saponines, les alcaloides, les sucres réducteurs ont été trouvées dans les extraits de deux
plantes, sauf les tanins étaient détectés seulement dans I'A. malaccensis. De plus, les teneurs
des polyphénols totaux étaient estimés a 11.6 mg/g chez I'A. malaccensis et 4.2 mg/g chez I'A.
longa. Ces composés ont 1’intérét pour la prévention et le traitement de différentes maladies
dont les cancers, les maladies inflammatoires, le diabéte, I'ostéoporose, les
maladiescardiovasculaires et neuro-dégénératives (Keerthi et al., 2014). Les terpénoide a été
largement connue par leur effets contre des cellules tumorales qui présentent la capacité
d'inhiber la croissance des cellules cancéreuses (HidayatetFatmawati,2016). Les alcaloides
peuvent étre utilisés comme antipaludéens, antalgique, antispasmodique, bactéricide et
stimulants, ces molécules entrainent trés souvent une toxicité aigué lorsque elles sont existent
en forte concentration(Rujjanawateet al., 2003). Les glycosides et les flavonoides peuvent
inhiber la croissance tumorale et la protection contre les infections gastro-intestinales. La
saponine est des substances caractérisées par leurs propriétés tensioactives et des propriétés de
liaison de cholestérol (Khalil, 2013).

L'exposition de l'acétate de plomb a dose (100mg/kg) chez les rattes a provoqué une
diminution du poids corporel. Ce résultat est en accord avec plusieurs études (Berrahal et al.,
2007; Reckziegel et al., 2016) qui ont suggéré que la réduction de la croissance est due a la
réduction de la consommation alimentaire par des effets de plomb sur les centres nerveux
responsable de la régulation de la satiété et de la faim. L'effet anorexigene exercé par ce métal
toxique utilisé pour justifier son implication dans la transmission du systeme nerveux

(catécholaminergiques, glutamatergique et de la sérotonine) (Missoun et al., 2010).

Dans nos conditions expérimentales, 1’addition de I'A. malaccensiset/ou I'A. longa aux

rattes contaminées par l'acetate de plomb a engendré une diminution de poids corporel par
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rapport aux rattes témoins, et aucun différence significatif lors de comparaison aux animaux
exposés au Pb. Ceci pourrait étre dd a la présence des composés des polyphénols qui agissent
comme agent anti-obesité (Keerthi et al., 2014). La culture cellulaire et les études sur I'étre
humain et sur des animaux suggérent que la consommation d'aliments contenant certains
polyphénols ou leurs suppléments changent le métabolisme énergétique et lipidique ce qui

peut faciliter la perte de poids et prévenir le gain de poids (Bahadoran, 2013).

Concernant le poids relatif des organes, nous remarquons une hépatomégalie et une
néphromégaliechez les rattes exposées au plomb. Ceci est expliqué parune néphro- et hépato-
toxicité causée par I’accumulation de plomb dans ces organes cibles.Cette augmentation de
poids relatif des organes peut étre due a la nécrose et I'apoptose induit par le plomb sur ces

organes (lbrahim et al., 2011).

En revanche, le traitement par A. malaccensis et/ou A. longa au groupe exposé de
I'acétate de plomb a entrainé une amélioration de poids relatif des organes notamment le foie
et les reins. Cette amélioration est due probablement par I’effet inhibiteur de ces plantes
contre l'accumulation de plomb dans ces organes ce qui diminue leur effet néfaste sur ces
organes et donc diminue leur poids relatifs. Aussi,l’effet protecteur de ces plantes pourrait étre
dd aux présences des composés anti-inflammatoires comme les flavonoides, les acides
phénoliques (Keerthi, 2014) et les terpénoides (Miguel, 2010).

A la lumiere de nos résultats, la toxicité induite par l'acétate de plomb provoque des
modifications importantes des parametres hématologiques. Globalement, il semble que I'effet
de plomb a entrainé une baisse du taux de I'némoglobine, de nombre globules rouges
etdesgranulocytes. Cela peut signifier une hématotoxicité révéler par une anémie dues a la
toxicité des cellules sanguines et la moelle osseuse par le Pb. Ces résultats sont en accord avec
les études des (Abdou et Hassan, 2014; Reckziegel et al., 2016) qui ont montré la diminution
de taux d'hémoglobine et des nombres des globules rouges aprés la contamination des rattes
par ce métal. Deux mécanismes biochimiques permettent d'expliquer cette anémie saturnine:
I'inhibition de la synthese d'’heme, et donc de I'hémoglobine, et la durée de vie raccourcie des
érythrocytes. Le plomb interfére avec la synthése de ’héme en raison de son affinité pour les
groupes-SH, principalement en inhibant I'enzyme cytoplasmique, I'acide d-aminolévulinique
déshydratase (ALAD) qui catalyse la condensation de deux molécules de I’acide delta-
aminolévulinique (ALA) pour donner le porphobilinogene (PBG), et I'enzyme mitochondriale

la ferrochélatase (ou héme-synthétase). Cette inhibition entraine une accumulation de ’ALA
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dans le sang et les urines (ALA-U) et des protoporphyrines-zinc dans les hématies (PPZ), peut
étre a l'origine d'une toxicité cellulaire (Landrigan, 1989). Plus de 99% du plomb présent dans
le sang accumule dans les globules rouges (Ahamed et Siddiqui, 2007). Le plomb peut
conduire a un effet hémolytique par sa fixation sur la membrane des globules rouges.
L'hémolyse peut étre expliquée par une peroxydation des lipides de la membrane et
I'inhibition de la pompe Na*/K* ATPase membranaire qui entraine une accumulation de K*
intracellulaire (Kaminsky et al., 1993).

Les hématies a granulations basophiles (ou hématies immatures) sont des marqueurs
important pour confirmer I'effet toxique de plomb (Garnier, 2005), leur diminution peut étre
expliquée par lI'accumulation du plomb dans le tissu hématopoiétique (moelle osseuse), afin
de compenser la diminution de I'efficacité de I'érythropoiese (Naimi et al., 2011). Cette
proposition confirmée par les résultats de dosage de plomb osseuse. En outre, peut étre due a
une déficient dans la production d’érythropoiétine, cette glycoprotéine stimule les cellules
progenitrices érythroides dans la moelle osseuse pour produire des globules rouges (Emokpae
etal., 2010).

Ainsi, les résultats obtenus montrent que le traitement par I'A. malaccensisou I'A. longa
aux rattes intoxiquées par le plomb a induit une augmentation du taux de I'némoglobine, de
nombre globules rouges et des granulocytes. En effet, On a révélé un effet protecteur d'A.
malaccensiset d'A. longa contre I'hématotoxicité, et indique que ces plantes peuvent protégées
contre I'anémie saturnine. Ceci corrélée avec leur capacité de chélation de plomb au niveau de
tissu hématopoiétique qui est montré dans le résultat de dosage de plomb osseux.L'A.
malaccensisetl'A. longa contenant des composes polyphénoliques, qui ont une grande activité
antioxydante. , qui peut expliquer la diminution de la peroxydation lipidique et de I'hnémolyse

érythrocytaire.

Pour la glycémie, les résultats obtenus montrent une augmentation significative de la
concentration du glucose sérique chez les rattes contaminées par l'acétate de plomb par
rapport aux rattes témoins. Ce résultat est en accord avec les travaux d'lbrahim et al.
(2011)qui ont montrés que 1’exposition du Pb a provoqué une augmentation significative de
glucosepar rapport au témoin. Les changements observés sous l'effet du plomb sont
secondaires aux modifications du métabolisme énergétique direct ou du métabolisme
calcique. Le plomb entre en compétition avec les processus métaboliques dépendants du

calcium et plus exactement sur 1’excrétion d’insuline par plusieurs actions: action inhibitrice
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sur les canaux calciques voltage-dépendants, diminution de l'activité de adrénylate cyclase
(Kaminsky et al., 1993), baisse la libération de certains neurotransmetteurs comme le
sérotonine (Paulmann et al., 2009). Les travaux de Saka et al. (2011) ont interprétes que le
plomb provoque des effets néfastes sur le pancréas et plus exactement sur 1’excrétion

d’insuline par les 1lots de Langerhans.

Les résultats obtenus montrent clairement que ce métal affecte la fonction excrétrice de
néphrons, l'unité¢ structurale et fonctionnelle des reins, qui révélée par 1’augmentation
significatif des niveaux d'urée sanguin, mais de maniére non significatif de créatinine et
d'acide urique. L'urée est un déchet azoté qui provient de la dégradation des protéines (Wang
et al., 2012). En effet, EI-Nekeety et al. (2009) ont montré que I'augmentation des taux d'urée
dans le sang avec la diminution des taux de protéines sanguines peut indiquer par
I'augmentation de catabolisme des protéines et/ou d'un dysfonctionnement rénal. Notre étude
présente une absence d’une variation de concentration des protéines totale. Ceci confirme la

présence d'une néphropathie caractérisée par une réduction de la filtration glomérulaire.

Dans notre étude, le traitement des rats avec I'A. malaccensiset/ou I'A. longa a restauré
la fonction rénale. L’effet protecteur d'A. malaccensiset d'A. longa a été reflété par la
diminution des concentrations sériques de l'urée chez les rattes traitées par ces plantes par
rapport aux rattes exposéesau plomb, et diminution des concentrations sériques de créatinine
chez les rattes traités parA. longa par rapport aux témoins, qui montrent la capacité de ces
plantes a protéger contre les dommages rénaux induits par le Pb.

Les études sur la toxicité d'A. longa sur les riens sont conterversee. Les recherches
antérieures ont montré que la consommation des certaine phytomédicaments, y compris le
genre d'Aristolochia peut entrainer des lésions rénales graves. Benarba et al. (2014) ont
démontré que l'ingestion de 1 g d'A. longa a induit une augmentation significatif des taux
sérique de créatinine, d'urée et d'acide urique. En outre, Benzakour et al. (2012) ont démontré
que l'application topique gingivale pour étudier I'action in vivo d'extrait aqueux d'A. longa a la
dose limite (10%) sur I'évolution de I'hyperplasie, a induit des réactions pro-inflammatoires
particulierement dans les reins. Par contre, Cherif et al. (2014) sont classés I'extrait aqueux
d'Aristolochia longa L. comme non ou trés peu toxique a une dose unique, apres 1°étude de la
toxicité aigué par cet extrait (de 1 g/kg a 5 g/kg par voie orale chez les souris). Un résultat
similaire a eté rapporté par Benzakour et al. (2011) qui ont testé une dose de 2,5 g/kg d'extrait

aqueux, administré par voie orale a des souris et cette dose n'a provoqueé aucun signe de
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morbidité. D'aprés Bruneton (2005), il ne semble pas exister des cas d'intoxication humaine
aigué par des espéces du genre Aristolochia et les intoxications animales ne sont pas
fréquentes. Néanmoins, ces plantes se révelent particulierement dangereuses lorsqu'elles sont
ingérées sur une longue période, car elles occasionnent surtout une néphropathie dite «

Néphropathie aux herbes chinoises » ou « Néphropathie a AA »(Cherif et al., 2014).

Comparant au témoin, les résultats concernant le taux sérique du calcium montrent une
diminution remarquable chez les rattes plombées. Ces résultats sont en accord avec ceux
publié par Missoun et al. (2010), qui ont démontré une diminution significative du taux du
calcium sanguine chez les rats exposés aux 1000 ppm de I'acétate de plomb pendant 90 jours.
Nos résultat peuvent étre dues a la compétition entre le plomb et le calcium pour les mémes
sites dans le corps par plusieurs mécanismes; il inhibe I'absorption gastro-intestinale du
Ca*2,augmente I'excrétion du Ca*? par les reins, aussi Pb*? et Ca*? interagit pour le stockage

dans l'os, ce qui conduit a l'altération de I'homéostasie calcique (Kathryn et Mahaffey, 1974).

Dans la présente étude, I'exposition sub-chronique de plomb entraine une diminution
significative des niveaux ALAT, ASAT tissulaire et augmentation significative du niveau
PAL serique. Nos résultats concordent avec les résultats publiés par Kilikdar et al.(2011);
Attia et al, (2013); EI-Ashmawyet al.(2005). Le changement de l'activité de ces enzymes
peuvent résulter de nombreuses affections, y compris une nécrose cellulaire, une fuite
cellulaire et une perte de l'intégrité fonctionnelle de l'architecture de la membrane des tissus
(Wang et al., 2012). Aussi, Ces effetssont dus selonOkeke et al. (2014), a la géneration des
ROS par le Pb, évoquent la peroxydation des lipides et des altérations de la membrane

cellulaire provoquant la fuite d'enzymes dans le sang.

Alors, nos résultats montrent que le traitement des rattes par I'A. longaou la
combinaison A. malaccensis et A. longa a restaurée significativement 1’activité enzymatique
des transaminases par rapport aux rattes exposées del'acétate de plomb, ce qui signifie que I'A.
longa inhibe les dommages hépatiques causés par le Pb. Ceci pourrait étre di a la réduction de
I’accumulation des radicaux libres et la protection contre le stress oxydant par
I'Aristolochia.Cette consultation est conformée par le résultat de taux de plomb hépatique qui
indique I'effet chélateur de cette plante. La propriété anti-inflammatoire des espéeces
Aristolochia est probablement le résultat d'une interaction directe entre I'acide aristolochique
et les dérivés de la phospholipase A2. L'acide aristolochique est le constituant principale de
d'Aristolochia longa. De plus, la phospholipase A2 est une enzyme catalyse I'hydrolyse du
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acide arachidonique membrainaire ce qui conduit a la formation des médiateurs
inflammatoires locaux tels que les Prostaglandines (PG), les leucotriéenes <t les
thromboxanes. L'acide arachidonique est un intermédiaire clé biologique qui est converti en

un grand nombre d'eicosanoides possédant une activité biologique puissante(Wiart, 2006).

Le stress oxydatif a été suggéré comme un des principaux mécanismes de toxicité de
Pb. 1l résulte d’un déséquilibre entre la production des ROS et leur €limination par les
défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs maladies.Le
plomb peut induire des dommages oxydatif pourrait étre due a: (1) l'inhibition de I'acide 5-
aminolévulinique (ALA) déshydratase conduisant a l'accumulation de I'ALA, une source
endogene potentiel de radicaux libres; (2) l'interaction directe de Pb avec les membranes
biologiques, induisant la peroxydation lipidique; (3) augmentation des niveaux intracellulaires
de calcium, altérer les fonctions mitochondriales; (4) diminution des enzymes de piégeage des

radicaux libres et de glutathion (Moreira et al., 2001).

Dans notre étude expérimentale, les résultats montrent une diminution significative des
niveaux de glutathion dans les différents organes, foie, reins et cerveau et dans le cceur chez
les rattes contaminées par I'acétate de plomb. Wang et al. (2012)ont montré une diminution de
I’activité de GSH (hépatique et rénale) chez les rats intoxiqués au plomb. Cette baisse de GSH
est expliquée par l'augmentation du taux des radicaux libres, qui peut due a I'accumulation
d'’ALA sous l'effet de plomb (Ahamed et Siddiqui, 2007).Selon Frank et al. (2000),
I'exposition in vitro d'ALA a des cellules de hamster (CHO) entraine une baisse du glutathion
réduit (GSH), une augmentation du glutathion oxydé (GSSG) et une augmentation du
MDA .De plus, cette réduction peut due & la conjugaison du GSH avec le Pb*2 car le GSH joue
un role important dans la détoxication des xénobiotiques en tant que cofacteur pour la famille
des GST et en tant qu'antioxydant important pour 1’élimination des ROS (Sharma et al.,
2010).

Dans la présente étude, nous avons signalé une augmentation des niveaux du MDA
rénal et cérébral apres l'exposition de l'acétate de plomb.mémes résultats ont été obtenus
parAlyaet al,(2015);Ponce-Canchihuaman et al,(2010). Ils suggérent que le traitement des rats
par le Pba induit une augmentation du taux du MDA au niveau de tissu rénal. Ce résultat est
expliqué par I'accumulation des radicaux libres. Ceci montre bien que le plomb est capable de
promouvoir la genération des ROS, qui se traduit par la peroxydation lipidique dans les tissus

rénaux et cerébraux, suggérant leurs effets délétéres dans ces tissus. Ainsi, un autre
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mécanisme, le plomb peut avoir une activité de peroxydation directe,il a une grande affinité
de fixation sur la membrane cellulaire (Ahamed et Siddiqui, 2007).Yiin et Lin (1995)ont
montré une ameélioration marquée de la concentration de MDA aprés incubation de I'acide
linoléique, arachidonique et linolénique avec le plomb. D'aprés Apaydin et al. (2015), la
stimulation de la LPO observee dans leurs études en raison d'un traitement de plomb pourrait

étre due a la formation des radicaux libres.

Nos résultats montrent que le traitement avec A. malaccensis et/ou A. longa pourrait
empécher l'altération induite par le plomb, et jouent ainsi un réle important dans la prévention
des maladies résultant de la peroxydation lipidique. Cela peut étre di a la présence de
nombreux composés antioxydants comme les dérivés phénoliques, les terpénoides et les

flavonoides dans A. malaccensis et A. longa.

Les enzymes antioxydantes limitent les effets des molécules oxydantes dans les tissus et
jouent un role dans la défense contre les dommages oxydatifs cellulaires étant piégeurs de
radicaux libres (Ghosh et al.,2012). Nos résultats ont montré une augmentation de ’activité
de catalase dans tous les organes chez les rattes contaminées par le Pb.Etant donné que cette
enzyme a un role protecteur contre les dommages induits par les radicaux libres, leur
induction pourrait étre comprise comme une réponse adaptative au stress oxydant (Ercal et
al.,1996). L'activité de la CAT accrue chez les travailleurs exposés au plomb peut étre
expliqué comme un mécanisme de défense des tissus contre I'augmentation des flux de H20>
lors d'un stress oxydatif induit par le Pb (Gurer-Orhan et al., 2004). Ces résultats sont
confirmés par Gurer et al.(2011);Apaydinet al. (2015), qui ont montré une augmentation de

I’activité de catalase induit par le plomb.

Ce systéme enzymatique contient également la glutathion S-transférase qui catalyse la
réaction entre le glutathion réduit et les substances étrangéres (comme les xénobiotiques, y
compris les métaux lourds...) avec la formation des métabolites glutathion-conjugués (GSSG)
(Saka et al.,2011). D’aprés nos résultats, on observe une diminution trés hautement
significative de GST dans les tissus étudiés (foie, reins et cceur) chez le lot (P) par rapport aux

autres lots de traitement, ce résultat est confirmé par I'étude deJackie et al. (2011).

Nous avons observé une restauration des activités des enzymes antioxydantes chez les
rattes intoxiquées par le plomb aprés I'administration d'A. malaccensiset/oud'A. longa, ce qui
suggere I'effet protecteur de ces plantes contre les dommages oxydatifs induits par les métaux

lourds. L'augmentation de l'activité de ces enzymes antioxydantes peut servir de mécanisme
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de compensation supplémentaire pour maintenir I'intégrité de la cellule et la protection contre

les dommages des radicaux libres.

Le rein est le principal organe d'excrétion des meédicaments et est également I'un des
organes cible au cours de la toxicité du plomb (Adikwu et al., 2013) . D'aprés les résultats de
la présente étude, I'exposition au plomb produit des dommages histologiques dans les reins
inclure une nécrose, dilatation et vacuolisation tubulaire, atrophie glomérulaire, nécrose
glomérulaire, hémorragie, cellules inflammatoires et dilatationd'espace de Bowman. Des
changements similaires chez les rattes ont été rapportés par des recherches antérieures d'El-
Nekeety et al. (2009) et Kansal et al. (2011). ce qui pourrait étre d a la production excessive
des radicaux libres et a la suite de la peroxydation lipidique induite par I'acétate de plomb
(Aziz et al., 2012). Aussi, les altérations tubulaires pourraient étre le résultat d'un changement
hydraulique dans le tissu rénal et suggérent que l'intoxication par le Pb céde a une défaillance
partiel des pompes de transport ionique dans les cellules tubulaires, qui a son tour produit un
gonflement tubulaire et provoque une nécrose et une vacuolisation des tubules (Sharma et
Singh, 2014). Ces résultats de I’étude histologique confirment les observations biochimiques

et les résultats de stress oxydative constatées au niveau des reins.
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CONCLUSION

L'utilisation des plantes médicinales est encore aujourd'hui la forme de médecine la plus
répandue a travers le monde, qui permet de remédier a des problemes du quotidien de maniere
naturelle. Notre travail a été pour I'objective d'évaluer I'effet de I'Aquilaria malaccensis et
I'Aristolochia longa sur des rattes Wistar Albinos contaminé par le plomb. A la lumiére des

résultats obtenus, on peut conclure que:

- L'analyse phytochimique montre que I'Aquilaria malaccensis et Aristolochia longa sont trés
riche en polyphénols, flavonoides, terpénoides, saponines et sucres réducteurs, sauf que les
tanins étaient détectés seulement dans Aquilaria malaccensis. Ce qui nous permet de
découvrir une nouvelle source des molécules bioactives ont un important effet thérapeutique

contre plusieurs pathologies.

- L’étude physiologique a montré que le traitement par ces plantes augmente le poids corporel
des rattes et améliore le poids relatif des organes notamment le foie et les reins ce qui montré

clairement I'absence de I'effet secondaire toxique sur ces deux organes cibles.

- Le traitement par Aquilaria malaccensis et Aristolochia longa induit une importante
restauration de certains parametres hématologique et biochimique ce qui montre I'effet
protecteur de ces deux plantes contre la dysrégulation physiologique de plusieurs systémes

biologiques en relation avec les parameétres étudiés.

- Le traitement par A. malaccensis et A. longa diminue I'état de stress oxydant induit par
I’exposition au plomb par une limitation des phénomenes radicalaires et une réparation des
dommages oxydantes en diminuant la peroxydation lipidique au niveau hépatique, rénale et
cardiaque; et en améliorant la mobilité de la défense antioxydant dans les organes étudies ce
qui montre aussi d'une autre facon I'effet protecteur de ces deux plantes contre les pathologie

associe au stress oxydant dont I'inflammation, le cancer ....etc.

- L'analyse tissulaire réalisée au niveau des reins a permis de montrer que notre plantes
provoque une protection et une régénération remarquable de tissu rénale avec dominance

préférentielle de I'Aristolochia longa.

A la lumiére de cette étude, nous avons enregistré que I'utilisation d'Aquilaria malaccensis
et Aristolochia longa n'a aucun effet perturbateur sur les organes étudie ce qui nous permet de

confirmer I'effet bénéfique de ces deux plantes sur I'état de santé des utilisateurs.
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CONCLUSION

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

perspectives expérimentales qui devraient nous permettre d'identifier clairement:

- L'effet thérapeutique de I'extrait aqueux dans l'organisme.

- Les molécules impliquées dans ces effets thérapeutiques.

- Les mécanismes d'action au niveau moléculaire et cellulaire des plantes étudiées.
- L'interaction entre les plantes et 'ADN.

- L'effet anticancéreux de I'Aristolochia longa in vivo.
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Figure: Analyseurs d'hématologie de type Medonic (photo originale).

Figure: Bain-marie de type MEMMERT (photo originale).
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Figure: Centrifugeuse horizontale de type SIGMA (photo originale).

Figure: Etuve de type MEMMERT (photo originale).

Figure: Evaporateur rotatif de type Biichi Rotavapor R-200 (photo originale).
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Figure: Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240 (photo

originale).

Figure: Microscope optique de type OPTIKA lié a un appareil photo (photo originale).
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Résumé
L’objectif de ce travail est étudié les effets d'Aquilaria malaccensis et Aristolochia longa combinés sur certains

parametres biochimiques, hématologiques d’une part, et d’autre part sur le stress oxydant et structure tissulaire des reins,
chez des rattes exposées de fagcon sub-chroniques d'acétate de plomb (100 mg/kg), pendant 75 jours. Il s'agit d'une étude
expérimentale menée au laboratoire sur 25 rattes femelle de la souche Wistar répartis en cing lots de cing rattes chacun dont
le premier lot sert de témoin, le second est un lot contaminé par le plomb, le troisieme est un lot contaminé par le plomb et
traité par A. malaccensis, le quatrieme est un lot contaminé par le plomb et traité par A. longa et le cinquieme lot est un lot
contaminé par le plomb et co-traité par A. malaccensis et A. longa. A partir de I’analyse de nos résultats, on observe une
diminution considérable de poids corporel des rattes contaminées au plomb et une augmentation du poids relatif des organes
prélevés (foie, rein et ceeur). Les résultats ont montré aussi des changements notables dans les paramétres biochimiques
caractérisés surtout, par une augmentation significative de la concentration sérique du glucose, de I'urée et activité¢ de PAL
avec une légére augmentation sérique de la créatinine, de ’acide urique, TGO et TGP. Alors que, la concentration de calcium
a été diminuée. Cependant, les activités des transaminases (TGO, TGP), de PAL sérique ont présenté une augmentation et les
transaminases tissulaires (TGO et TGP hépatique) et TGO myocardique ont présenté une diminution important chez les rattes
contaminées. Les résultats obtenus révélent également une toxicité hématologique et stress oxydatif chez les lots contaminés
au plomb, avec une diminution du taux des globules rouges, d’hémoglobine, des granulocytes, GSH et activité des GST et
une augmentation du taux de MDA et activité de la CAT dans les tissus (foie, reins, cceur et cerveau). Aussi, les résultats ont
montré clairement des altérations de structures de tissus étudiés en comparaison avec les témoins, avec hémorragie,
inflammation et dégénérescences tubulaires avec nécrose des reins. Le traitement par I'A. malaccensis et I'A. longa a presque
normaliser les parametres biochimiques et hématologiques en réduisant le plomb tissulaire, avec protection et régénération
du tissu rénale contre les attaques radicalaires provoquees par le plomb. En conclusion, cette étude montre que le traitement
par A. malaccensis et A. longa induit un effet bénéfique contre la toxicité de plomb au niveau moléculaire et tissulaire avec

dominance de I'effet d'Aristolochia longa. Ainsi, notre plantes avoir un effet protecteur vis-a-vis des pathologies associes au

stress oxydatif.

Mots clés: plomb, toxicité, Aquilaria malaccensis, Aristolochia longa, stress oxydant, rattes Wistar.
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