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Abstract

The arid and semi-arid regions of Algeria are home to the endemic species Astragalus gombo
Coss. & Dur L. Ex-Bunge, a plant widely utilized in traditional medicine for treating snake
and scorpion stings. This study focused on the extraction of the plant's aerial part using an
80/20 methanol/water mixture and water (AQAQ), subsequently fractionating the initial crude
extract with methanol, n-butanol (NBAQ), and ethyl acetate (AEAQ). Analysis via LC-ESI-
MS revealed that all fractions contained 25 compound, predominantly flavonoids and
hydroxycinnamic acids. Remarkably, AEAg exhibited superior antioxidant activity compared
to the positive control, BHA, demonstrating the highest reducing capacity across all
conducted assays, closely followed by the NBAg fraction. Both AEAg and NBAg fractions
notably increased phagocytic activity, augmenting the reticuloendothelial system.
Additionally, these fractions displayed the capability to trigger the coagulation cascade in an
anticoagulant activity test. Upon evaluating the AEAg fraction's cytotoxicity against HelLa
and Mcf-7 cells, it became apparent that cancer cells displayed greater susceptibility to the
fraction than healthy cells, indicating a significant selectivity index (SI) for AmI12 mice
normal liver cells. Moreover, combined DAPI/AO staining revealed a pronounced apoptotic
effect. Investigating AEAQ's protective effects against doxorubicin-induced oxidative stress in
Balb/c mice revealed that doxorubicin administration intraperitoneally (15 mg/kg i.p.)
induced severe hepatotoxicity. This was evidenced by increased hepatic MDA levels,
decreased hepatic reduced glutathione levels, reduced CAT and GPx enzyme activity, and a
highly significant (p < 0.001) rise in liver enzymes (ALAT and ASAT) and LDH. However,
AEA( pretreatment protected mice from doxorubicin-induced ROS aggression in hepatocytes,
averting liver malfunction and maintaining a balanced redox state within the cytosol and
hepatocytes. In summary, this investigation highlights the potential of A. gombo, particularly
the AEAg fraction, as a promising source of bioactive compounds with antioxidant,
immunostimulant, and antiproliferative properties.

Keywords: Astragalus gombo, phenolic compound, LC-ESI-MS analysis, antioxidant,
anticoagulant, phagocytic, MTT test, apoptosis, doxorubicin, hypato-toxicity.



Résumé

Les régions arides et semi-arides de I'Algérie abritent I'espece endemique Astragalus gombo
Coss. & Dur L. Ex-Bunge, une plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour
traiter les piqdres de serpents et de scorpions. Cette étude s'est concentrée sur I'extraction de la
partie aérienne de la plante a I'aide d'un melange méthanol/eau 80/20 et d'eau (AQAQ), suivie
du fractionnement de l'extrait brut initial avec du méthanol, du n-butanol (NBAQ) et de
l'acétate d'éthyle (AEAQ). L'analyse par LC-ESI-MS a révélé que toutes les fractions
contenaient 25 composés, principalement des flavonoides et des acides hydroxycinnamiques.
Remarquablement, AEA(g a présenté une activité antioxydante supérieure au témoin positif, le
BHA, démontrant le plus fort pouvoir réducteur dans tous les tests réalisés, suivi de prés par
la fraction NBAg. Les fractions AEAg et NBAg ont notablement renforcé I'activité
phagocytaire, augmentant le systeme réticuloendothélial. De plus, ces fractions ont montré la
capacité de déclencher la cascade de coagulation dans un test d'activité anticoagulante.

Lors de I'évaluation de la cytotoxicité de la fraction AEAg contre les cellules HeLa et Mcf-7,
il est apparu que les cellules cancéreuses étaient plus sensibles a la fraction que les cellules
saines, indiquant un indice de sélectivité significatif (IS) pour les cellules hépatiques normales
de souris AmI12. De plus, la coloration combinée DAPI/AO a révélé un effet apoptotique
prononcé. L'étude des effets protecteurs de I'AEAgQ contre le stress oxydant induit par la
doxorubicine chez les souris Balb/c a révélé que l'administration intrapéritonéale de
doxorubicine (15 mg/kg i.p.) entrainait une hépatotoxicité sévere. Cela s'est traduit par une
augmentation des niveaux hépatiques de MDA, une diminution des niveaux hépatiques de
glutathion reduit, une réduction de l'activité des enzymes CAT et GPx, et une augmentation
tres significative (p < 0,001) des enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) et de la LDH.
Cependant, le prétraitement a I'AEAg a protégé les souris de l'agression induite par la
doxorubicine sur les hépatocytes, prévenant ainsi un dysfonctionnement hépatique et
maintenant un état redox équilibré dans le cytosol et les hépatocytes. En résumé, cette étude
met en lumiere le potentiel d'A. gombo, en particulier de la fraction AEAg, en tant que source
prometteuse de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes, immunostimulantes, et
antiprolifératives.

Mots clé : Astragalus gombo, composés phénoliques, analyse LC-ESI-MS, ['activité
antioxydante, phagocytaire et anticoagulante, test MTT, apoptose, doxorubicine, hépato-

protecteur.
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Introduction

Le Sahara algerien, le deuxiéme plus grand désert du monde, est caractérisé par un
écosysteme soumis a des conditions séveres et contraignantes, qui favorisent des processus
d'adaptation efficaces (Fontaine, 2005). Les plantes sahariennes sont dotées de mécanismes qui
les poussent a produire davantage de composes bioactifs en réponse a un stress biotique ou
abiotique (Ozenda, 2004 ; Ould El hadj et al., 2003). Les substances bioactives, également
connues sous le nom de métabolites secondaires, ont un large éventail de fonctions pour les
plantes, telles que la résistance au stress, la communication intercellulaire et la régulation de la
fructification et du développement (Teyeb et al., 2011 ; Calatayud et al., 2013). Les composes
bioactifs ont des conséquences bénéfiques pour la santé humaine. Aujourd'hui, ces substances

sont a la pointe de la recherche de nouveaux produits pharmaceutiques.

Le stress oxydant est défini comme une circonstance anormale qui traverse nos cellules
suite a un déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants (Delattre et al., 2005). Les
radicaux libres sont a l'origine du phénomeéne naturel d'oxydation cellulaire. Ils constituent un
ensemble de molécules chimiquement réactives hautement instables, responsables du stress
oxydant, qui ne peut étre neutralisé que par des antioxydants. Notre organisme a des mécanismes
naturels pour neutraliser les radicaux libres, tels que la catalase, la superoxyde dismutase et la
glutathion peroxydase/réductase (Coulidiati et al., 2023 ; Payet, 2023). Mais lorsque ces
mécanismes sont dépassés (infection, maladies, vieillissement, cigarette), les radicaux libres

peuvent endommager les cellules (Valko et al., 2007 ; Coulidiati et al., 2023).

Les antioxydants sont des substances qui peuvent aider a protéger les cellules contre les
dommages causés par les radicaux libres. Ils sont considérés comme des traitements potentiels de
divers probléemes de santé (Wang et al., 2017 ; Santos-Sanchez et al., 2019). Actuellement, les
antioxydants synthétiques, tels que le BHA et le BHT, sont utilisés comme additifs alimentaires.
Cependant, ces molécules synthétiques peuvent avoir des effets secondaires néfastes. Par
conséquent, il est important de développer de nouvelles substances biologiques antioxydantes

efficaces (Amoussa et al., 2015).

En effet, les gens s'intéressent de plus en plus aux remeédes naturels, et les plantes offrent
un large éventail de composés bioactifs ayant des effets thérapeutiques potentiels. Au cours de
ces deux décennies, l'intérét pour les composés chimiques des différentes espéces du genre
Astragalus a considérablement augmenté (Niknam et Ebrahimzadeh, 2002 ; Podlech, 2008 ; Li et
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al., 2014 ; Shahrajabian., 2019). De nombreuses études ethnobotaniques ont été portées sur ce
genre dans le monde, mais peu de données sont fournies sur les propriétés médicinales de ses
espéces (Li et al., 2014 ; Amiri et al., 2020 ; Chamandy, 2022). L'histoire de ces especes remonte
a 2000-3000 ans, ou elles étaient utilisées dans la medecine traditionnelle chinoise comme

stimulant de I'immunité depuis prées de 2000 ans (Li et al., 2014 ; Shahrajabian et al., 2019).

Par ailleurs, le genre Astragalus a été l'objet de nombreuses études chimiques, qui ont
révélé la présence de nombreux composes bioactifs, tels que les polysaccharides, les flavonoides
et les saponines (Wang et al., 2013 ; Benchadi et al., 2013 ; Li et al., 2014 ; Khalfallah et al.,
2014 ; Maamria et al., 2015 ; Shahrajabian., 2019 ; Chamandy et al., 2021 ; Lekmine et al.,
2022).

Ces études ont également révélé diverses activités biologiques et pharmacologiques
potentielles de ces composes (Labed et al., 2016 ; Jaradat et al., 2017 ; Salem et al., 2020 ;
Lekmine et al., 202), notamment des effets antiprolifératifs, cytotoxiques et immunomodulateurs
(Zhang et al, 2012 ; lIbrahim et al, 2013 ; Nikbakht-Brujeni et al., 2013 ; Sunil et al., 2019 ;
Salem et al.,, 2020;Kalayc1 et al., 2023), y compris des propriétés chimioprotectrices et
hépatoprotectrices signalées (Soliman et al., 2013 ; Foudah et al., 2017 ; Kondeva-Burdina et al.,
2018, Kondeva-Burdina et al., 2022).

Plusieurs travaux récents, ont étudiées Dactivités anticancéreuses, montrant 1’effet
protecteur et anti-prolifératif des flavonoides et des acides phénoliques sur des lignées cellulaires
cancéreuses (Forgo et al., 2012 ; Guon et Chung, 2016 ; Awad et al., 2017 ; Alagawany et al.,
2017 ; Benarba et Pandiella, 2018 ; Diallo, 2019). Expérimentalement, I'activité des polyphénols
est souvent étudiée in vitro, sans tenir compte les propriétés potentielles des métabolites des
substances naturelles dans les tissus et le sang. Il est essentiel de se concentrer sur I'évaluation

des effets biologiques des polyphénols in vivo.

Nous nous sommes intéressés a I'Astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge en raison
de son utilisation traditionnelle pour traiter les morsures de serpents et de scorpions (El Rhaffari
et Zaid, 2002 ; Teyeb et al., 2011). Nous pensons que cela est di a la présence de produits actifs

dans I’A.gombo qui agissent contre I'envenimation. Une dizaine d'especes d'astragales (Fabacées)



endemiques sont présentes dans le Sahara algérien, dont A. gombo, ou Feila, du nom arabe Foul

(haricots), qui fait référence a la forme de sa gousse (Ozenda, 2004).

Le but de ce travail est de mettre en évidence le potentiel antioxydant de cette espéce in
vitro, ex vivo et in vivo. Il vise également a explorer et comparer les propriétés biologiques et
pharmaco-toxique des fractions préparées, notamment l'activité anticancéreuse (test de viabilité
MTT), apoptotique in vitro, et le pouvoir antioxydant de la fraction AEAg d’A.gombo contre la
toxicité hépatique provoquée par la doxorubicine in vivo. Un autre objectif pharmacologique est

d'explorer l'activité phagocytaire et anticoagulante d’A.gombo.

A ce jour, aucune étude scientifique n'a démontré I'effet biologique et pharmaco-toxique
des composés phénoliques d'A. gombo. Ainsi, compte tenu du manque d'informations sur les
propriétés thérapeutiques de cette espece, originaire de la commune d'Elhadjeb (Biskra, Algérie),
de la valeur croissante accordée a la flore Algérienne, en particulier aux plantes endémiques
(Saharienne), et de la recherche permanente de nouveaux produits dérivés des plantes

médicinales, I'étude actuelle a été menée.

Cette étude s'articule autour de trois axes principaux.
> Dans le premier axe : Nous avons analysé les composés phénoliques de la partie
aérienne d'A. gombo ; dosage colorimitrique (polyphénols, flavonoides et tanins) et
analyse chromatographique par chromatographie liquide a haute performance couplée
a la spectrométrie de masse (LC-ESI-MS).
> Dans le second axe, nous avons évalué le pouvoir antioxydant, 1’activité phagocytaire,
anticoagulante et anticancéreuse des fractions selectionnées.
> Dans le troisieme axe, 1’étude s’est concentrée sur l'effet hépato-protecteur de la
fraction d’acétate d'éthyle d'Astragalus gombo contre 1’hépatotoxicité aigie du
doxorubicine et le stress oxydant généré par ce dernier (un agent

chimiothérapeutique).
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1. Le stress oxydant

1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non apparié.
Extrémement instable, ce composé peut réagir avec des molécules plus stables pour coupler son
électron. Il peut soit capter un électron (agissant comme un oxydant), soit en céder un (agissant
comme un réducteur). Cette premiére réaction conduit généralement a la formation d'une chaine de
nouveaux radicaux, ce qui explique que la génération d'un premier radical libre puisse causer des

dommages importants a une cellule (Boulila, 2016).

Les EORs comprennent non seulement des radicaux libres tels que I'anion superoxyde (0?%), le
radical hydroxyle (OH-) et le radical peroxyle ROO-, mais aussi des dérives non radicaux tels que
I'oxygéne singulet (102), le peroxyde d'hydrogéne (H20.) et les hydroperoxydes ROOH. Parmi les
especes radicalaires, les plus intéressantes sont les formes activées de l'oxygene. La réactivité
particuliére de l'oxygéne est due a la structure biradicalaire de la molécule d’O, qui leur permet
d'accepter facilement des électrons célibataires (Valko et al., 2007 ; Payet, 2023). Les radicaux libres

sont produits par des mécanismes endogenes et exogenes.
1.1.1. Production endogéne des radicaux libres

Pendant le transport des électrons dans la chaine respiratoire des cellules aérobies, la respiration
oxydative est la principale source d'énergie. L'acétyl-coenzyme A provenant du métabolisme des
glucides, des protéines et des lipides entre dans le cycle de KREBS pour une oxydation compléete du
résidu acétyle en CO2 + H20O. Les électrons sont acheminés sous la forme de coenzymes réduits
(FADH2, NADH, NADPH), qui transmettent leur pouvoir réducteur aux transporteurs d'électrons de
la chaine respiratoire, permettant ainsi la synthése de I'ATP (Milane, 2004). L'étape finale de la
chaine respiratoire mitochondriale est la synthése de I'eau a partir de I'oxygene. Une réduction
partielle de I'O2 peut se produire pour 1 & 2 % de I'oxygéne moléculaire, ce qui conduit & la formation
de radicaux libres oxygénés : I'oxygéne singulet (*O>) et surtout I'anion superoxyde (0?~), ce dernier
réagissant avec les protons du milieu pour donner du peroxyde d'’hydrogéne H.O> (Gill et Tuteja,
2011).
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Les anions superoxydes et le peroxyde d'hydrogéne sont des espéces oxygénées relativement peu
réactives en elles-mémes, mais leur toxicité repose sur leur capacité a générer un radical hydroxyle
(OH) hautement réactif. Cette génération est catalysee par des métaux de transition tels que le cuivre
et le fer. Tout d'abord, I'O> réduit un ion métallique, qui peut ensuite étre oxydé par I'H20>, via la
réaction de Fenton. La somme de ces deux réactions, appelée réaction de Haber-Weiss, aboutit a la
formation de —OH.

Réaction de Fenton M + Hy(y e OH" + "OH + M1

Réduction par le superoxyde Oy + MY — 3 O+ M™

Réaction de Haber-Weiss 0; + H,0; ——— OH +'0OH + 0|,

1.1.2. Production exogene des radicaux libres

L'exposome est I'ensemble des influences externes qui peuvent affecter la santé d'une personne. Il
comprend un large panel de défis oxydant, qui sont des substances pouvant endommager les cellules
et les tissus. Les défis oxydants peuvent étre directs, comme la fumée de cigarette, ou la pollution
environnementale ; des agents toxiques comme l'oxyde d'azote (NO) et le dioxyded'azote (NO>),
présents dans notre environnement (suie, goudron, polluants industriels), participent a la génération
de radicaux libres, et sont responsables de l'auto-oxydation des acides gras polyinsaturés dans les
alvéoles pulmonaires (Kebieche, 2009). Les UV et les rayonnements ionisants induisent la formation
de radicaux libres (0%, OH) et de molécules génératrices de radicaux libres (H202) par
I'intermédiaire d'agents photosensibilisants. Les médicaments et leurs métabolites, les solvants
chimiques, les métaux lourds (plomb, mercure, cadmium, fer et arsenic) ou des voies d'exposition

plus discretes comme l'alimentation (viandes fumées, huiles usagées, graisses et alcool) (Sies, 2019).

1.2. Stress oxydant

Le stress oxydant est un deséquilibre entre la production de substances reactives contenant de
I'oxygene, appelées radicaux libres, et la capacité de l'organisme a neutraliser leurs effets néfastes a
l'aide d'antioxydants (Diallo, 2019; Chamandy, 2021). L'incapacité du systeme de défense de

I'organisme a détoxifier ces radicaux est trop néfaste pour l'organisme, entrainant des séquelles
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génétiques, cellulaires et immunitaires. En effet, lorsque la production de radicaux libres augmente de
fagon excessive, ou que les mécanismes de défense antioxydants sont affaiblis, un exces de radicaux
libres peut provoquer des dommages cellulaires et une dégradation des tissus (ADN, lipides,
protéines et glucides) (Favier, 2003, Diallo, 2019).

1.3. Role pathologique des espéces actives de I’oxygene
1.3.1. Peroxydation lipidique

Les lipides sont les premieres cibles des EROs, en particulier ceux présents dans les membranes
cellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés sont tres sensibles a I'oxydation, en
raison de leur haut degré d'instabilité. L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques, eux-
mémes trés réactifs. La peroxydation des lipides induit des modifications de la perméabilité et de
I'excitabilité des membranes (Favier, 2003 ; Bkhairia, 2015). Parmi les produits formés lors de la
peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), d’autres composés réactifs aux
thiobarbituriques (TBARS) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) ont été étudiés comme marqueurs de la
peroxydation lipidique (Favier, 2003 ; Bkhairia , 2015).

Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial en agissant directement
sur la prot¢éine UCP (uncoupling protein) et pourrait ainsi réduire la production d’EROs

mitochondriaux. Ce mécanisme pourrait étre un moyen de réguler la production d’EROs.
1.3.2. Oxydation de ’ADN

L'ADN est une macromolécule contenant [l'information génétique. Qu'il soit nucléaire ou
mitochondrial, il est aussi une cible majeure des EROs. Les radicaux O2e- et OHe provoquent des
dommages importants a I'ADN et des mutations qui modifient I'information génétique. Ces mutations
peuvent perturber la lecture du génome, la réplication de I'ADN, la transcription et la traduction, ce
qui peut avoir des conséquences graves pour la cellule. Lorsque les systemes de réparation ne peuvent
pas agir, I'ADN cellulaire est transcrit avec des anomalies. L'ADN mitochondrial est plus sensible
gue I'ADN nucléaire car, a la différence de ce dernier, il n'est pas complexé par des histones (Payet,
2023). En effet, le genome mitochondrial est 10 fois plus sensible au stress oxydant que le génome

nucléaire (Haleng et al., 2007). Les mitochondries sont considérées comme I'une des plus importantes
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voies de génération d’EROs, car ces organites sont la cible de la toxicité des radicaux libres (Favier,
2003; Pincemail et al., 2009).

1.3.3. Oxydation des protéines

Par rapport a I'oxydation des lipides, les protéines sont également sensibles a I'oxydation des EROs.
Cette oxydation conduit a l'introduction d'un groupe carbonyle dans la protéine. Ces réactions
d'oxydation sont fréquemment influencées par des cations métalliques tels que Cu?* et Fe** qui ont le
pouvoir de rompre les liaisons peptidiques et de modifier la chaine protéique, entrainant ainsi des
modifications structurelles des protéines avec des conséquences majeures (perte de la fonction
catalytique, sensibilité accrue aux protéases (Haleng et al., 2007 ; Pincemail et al., 2009). En effet,
les parties les plus sensibles aux radicaux libres sont les acides aminés aromatiques tels que le
tryptophane, la tyrosine et [I'histidine, auxquels le radical OH s'ajoute, interférant avec la
conformation de la protéine. Sur les acides aminés contenant un atome de soufre, comme la cystéine
et la méthionine, I'oxydation par des dérives oxygénés conduit a la formation de ponts disulfures,

agrégeant ainsi plusieurs molécules de protéines (Favier, 2003 ; Ghorbel et al., 2021).
1.4. Maladies liés au stress oxydant

Des diverses anomalies pathologiques sont liées aux déséquilibre entre la production d'espéces
réactives de I'oxygene (EROs) et la capacité des systemes antioxydants a les neutraliser, ce que I'on
appelle le stress oxydant. Le stress oxydant peut endommager les cellules et les tissus, il est impliqué
dans le processus normal de vieillissement ce qui peut contribuer au développement et a la
progression de diverses maladies, notamment le cancer (Valko et al., 2004 ; Diallo, 2019).
L'augmentation des EROs et par conséquent de la signalisation intracellulaire stimule la tumorigenese
(Aggarwal et al., 2019 ; Payet, 2023). Le role des EROs dans la signalisation leur permet de jouer un
role dans des processus majeurs tels que I'inflammation. Le stress oxydatif contribue également dans
la défense contre les agents infectieux, la formation d’auto-anticorps, I’immunosuppression et les
malformations feetales. Les EROs sont impliqués dans de nombreux processus pathologiques, tels
que la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. Dans ces situations
pathologiques, comme le diabéte, le stress oxydatif resulte de désordres nutritionnels ou métaboliques
secondaires a la pathologie de départ (Krim et al., 2013 ; Chamandy, 2021 ; Payet, 2023 )
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Tableau 1. Certaines pathologies liées au stress oxydatif (Chamandy, 2021).

Maladies dues a une
production insuffisante

Maladies ou le stress
oxydant est la cause

Maladies ou le stress
oxydant fait partie des

Maladies entrainant un
stress oxydant

de radicaux libres primordiale facteurs déclencheurs | secondaire
Agranulomatose septique | Cancer Maladie d’ Alzheimer Diabete
Psoriasis Auto-immunité Stérilité masculine Insuffisance rénale
Cataracte Maladies virales : EBV, | Mucoviscidose
HVB
Dégenérescence maculaire | Rhumatismes Sida
Sclérose latérale Athéromes Choc septique
amyotrophique
Photo-vieillissement Asthme Infarctus du myocarde
cutané
Photosensibilisation Insuffisance respiratoire | Ishémies/reperfusion
Irradiation Parkinson
Intoxications (CCl4, Cd, Bralures
Fe, alcool)
Hémochromatose Thalassémie

Greffe d’organes

1.5. Les défenses antioxydantes

Le maintien de niveaux non toxiques d’EROs est assuré par des systémes antioxydants. Un
antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a faible concentration, d'entrer en
compétition avec d'autres substrats oxydables et donc de retarder ou d'empécher leur oxydation.
Toute déficience ou dysfonctionnement de ce systéme entraine des dommages cellulaires.

Notre organisme est doté de deux systemes antioxydants, enzymatiques et non enzymatiques, dans

I'ordre des antioxydants endogenes, et d'autres d'origine exogene (Engwa, 2018).

1.5.1.
1.5.1.1.

Systémes antioxydants endogénes
Systeme antioxydant enzymatique

L'organisme dispose de plusieurs molécules enzymatiques majeures qui peuvent neutraliser les
radicaux libres (EROs). Ce systéme est réputé étre la premiére ligne de défense de notre corps face

aux EROs. Ces molécules comprennent :
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v'Superoxyde dismutase (SOD)
Cette enzyme exerce sa fonction antioxydante en dismutant I'anion superoxy de I’anion superoxyde
en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene moléculaire (Santos-Sanchez et al., 2019), conformement a

la réaction suivante :

Waot 2H 5 H:O: + Oy

Ces métalloprotéines représentent I'une des premieres lignes de défense contre le stress oxydatif.
Selon le type d'ion meétallique requis comme cofacteur par la SOD, il existe plusieurs formes de SOD.
Chez I'hnomme, il existe trois isozymes de la SOD (Haleng et al., 2007 ; Santos-Sanchez et al., 2019):
SOD 1 est localisée dans le cytosol de la cellule et contient des ions cuivre et zinc, SOD 2, est
localisée dans les mitochondries et contient des ions manganese ou fer, SOD 3, est située a I'extérieur
de la cellule et contient également des ions cuivre et zinc.
v'La catalase

La catalase utilise le fer ou le manganése comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la réduction
du peroxyde d'hydrogene (H20-) pour générer de I'eau et de I'oxygene moléculaire, ce qui compléte le
processus de détoxification initié par la SOD. Cette enzyme est principalement localisée dans les

peroxysomes (Engwa, 2018). Elle convertit deux molécules de H.O2 en H,0 et Oo.

H: D + Hily  ——p ] H O+ 04

La catalase est une enzyme abondante dans le foie et les globules rouges. La catalase et d'autres
enzymes antioxydantes ont été identifiées comme des biomarqueurs du stress oxydatif dans divers
organes ; par exemple, chez les rats diabétiques induits par la streptozotocine, les niveaux hépatiques
de ces enzymes sont significativement réduits, bien qu'un traitement avec diverses plantes puisse

inverser cet effet (Birben et al., 2012).
v Les glutathions peroxydases (GPx)
Une enzyme cofacteur du sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale. La GPx

est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc un bon reflet de cette carence. Son

role est de degrader les peroxydes organiques (ROOH) et le peroxyde d'hydrogéne (H20>).
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2GSH (réduit) + H203 ——— GSSG (oxydé) + 2H,0
2GSH (réduit) + ROOH ———+  GSSG (oxydé) + ROH + H;0

Cette enzyme a besoin de glutathion réduit (GSH) comme donneur d'électrons. Le glutathion disulfite
(GSSG) qui en résulte est encore réduit par la glutathion réductase (GR), qui utilise le NADPH en
tant que donneur d'électrons. Le rapport GSH/GSSG est l'indice de I'état d'oxydation cellulaire
(Haleng et al., 2007 ; Engwa, 2018).

Cette réaction est particulierement importante pour la protection des acides gras polyinsaturés dans
les membranes cellulaires, ou I'enzyme fait partie du systeme de défense antioxydant de la cellule
(Aguilar et al., 2016). La GPx est synthétisée dans les reins et le foie, et d'autres facteurs tels que
I'insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa concentration (Haleng et al., 2007 ;
Engwa, 2018).

1.5.1.1.1. Les antioxydants non enzymatiques
Présentent deux types de défences. Le premier est endogéne, produit par 1’organisme, capable de
neutraliser un seul radical libre par molécule, tels que les thiols (SH) comme le glutathion (GSH),
I'acide urique, la bilirubine, les hormones sexuelles, la mélanine, I'acide lipoique et le coenzyme Q.
Le second type est exogene, comme les vitamines E (tocophérols), C (acide ascorbique) ou les
caroténoides et les polyphenols, apportés par I'alimentation, agissent en piégeant les radicaux et en
neutralisant I'électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou en ions stables (Favier,
2003).
a. Les antioxydants non-enzymatiques endogeénes
v'De nombreuses protéines extra- et intracellulaires de liaison aux métaux (MBP) sont reconnues
comme des antioxydants endogenes protecteurs, présents dans tous les fluides corporels :
liquide céphalo-rachidien, liquide synovial et plasma. Ces protéines jouent un réle important
dans la protection des cellules, car elles sont capables de chélater le fer ou le cuivre. Il s'agit
de la métallothionéine (MT), de I'albumine (ALB), de la céruloplasmine, de la ferritine, de la
lactoferrine, de la transferrine et de la myoglobine. La transferrine, la ferritine et la
lactoferrine sont de puissants chélateurs du fer qui peuvent inhiber les radicaux libres dans la
réaction de Fenton. La myoglobine est une métalloprotéine composée d'une chaine de globine
et d'une partie hemique. La myoglobine est avant tout un piégeur efficace de NO, liant le NO
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a I'némoglobine (Hb) pour former un complexe Hb-NO ou nitrosylhémoglobine. Certaines
protéines peuvent également agir comme piégeurs d'especes réactives : par exemple, I'ALB et
la MT, qui se lient aux ions cuivre et fer libres, sont capables de piéger les radicaux
hydroxyles (Rochette, 2008 ; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

v'Glutathion réduit (GSH) est un antioxydant hydrosoluble présent dans les cellules en
concentrations élevées dans le noyau, les mitochondries et le cytoplasme (Nimse et Pal,
2015). Deux molécules de glutathion réduites (GSH) sont combinées dans cette réaction pour
former une molécule oxydée, le glutathion disulfide GSSG. La régénération du GSH a partir
du GSSG a lieu principalement gréce a l'intervention de la glutathion réductase et consomme
une molécule de NADPH. Dans la plupart des tissus, le NADPH provient de la voie des
pentoses phosphates, mais dans le muscle squelettique, il provient de lisocitrate
déshydrogénase. La vitamine C et vitamine E ne peuvent fonctionner correctement sans
glutathion. En outre, la combinaison des vitamines C et E avec le glutathion réduit la
peroxydation des lipides.

b. Les antioxydants non-enzymatiques exogenes

v La vitamine C (Acide ascorbique)

La vitamine C a pour rble de prévenir l'oxydation des LDL produite par différents systemes
générateurs d'especes réactives de I'oxygeéne (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées,
myéloperoxydase). Elle passe, lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, par une forme
radicalaire intermédiaire (radical ascorbyle) qui joue un role essentiel dans la régénération de la
vitamine E oxydée (Shahidi et al., 1992). Ses fonctions sont tres variées : elle contribue au bon
fonctionnement du systeme immunitaire, intervient dans la synthése du collagene et des globules

rouges, ainsi que dans les mécanismes du métabolisme du fer.

v' Lavitamine E

La vitamine E est le nom générique de toutes les molécules ayant des activités biologiques identiques
a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la vitamine E est constituée de quatre
tocophérols isoméres a, B, v, 6, dont l'activité antioxydante varie. L'alphatocophérol (a-TocH) est la
forme la plus active de la classe des tocophérols, leur caractére hydrophobe leur permettant de

s'insérer dans les membranes riches en acides gras polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en
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coopérant avec les radicaux peroxyles (ROO-) pour former un radical tocophéryle, ce qui empéche la
propagation de la peroxydation lipidique (Milane, 2004). Si I'a-tocophérol est le plus abondant, le y-

tocophérol semble étre le plus efficace a cet égard.

v' Le sélénium

Le sélénium est un des composants de la glutathion peroxydase, une enzyme qui a un réle
antioxydant intracellulaire, proche de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant est crucial dans la
détoxification des radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire. Cet effet détoxifiant est
responsable des effets anticancéreux et antivieillissement attribués au sélénium (Wolters et al., 2006).

v" Les polyphénols

Les polyphénols sont largement représentés dans le regne végétal et constituent l'une des classes les
plus importantes de métabolites secondaires. Les polyphénols comprennent une multitude de
structures chimiques, allant de molécules simples telles que les acides phénoliques a des composés
hautement polymérisés tels que les tanins condensés (Bruneton, 1999). Les antioxydants les plus
connus que I'on trouve dans les fruits et léegumes appartiennent a la grande famille des polyphénols.
Gréace a leurs propriétés antioxydantes, les polyphénols jouent un réle dans la prévention de diverses
pathologies lies au stress oxydatif et au vieillissement cellulaire, telles que les maladies

cardiovasculaires et dégénératives, I'ostéoporose, etc.(Kilani-Jaziri et al., 2017 ; Gulcin, 2020).
v Autres antioxydants a faible poids moléculaire

L'acide urique et I'albumine sont les deux principaux antioxydants dans le plasma humain (Aguilar et
al., 2016).

La mélatonine est un composeé de faible poids moléculaire classé comme indol. Elle a la capacité de
piéger les radicaux libres et de prévenir leur formation (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Les polyamines (PA) telles que la spermidine, la spermine et la putrescine sont des amines biogénes
aux proprietés antioxydants. Elles protégent les membranes cellulaires du peroxyde d’hydrogene, des
superoxydes et des radicaux peroxyles (Deghima, 2021).

Le coenzyme Q est une substance antioxydante liposoluble de synthése endogeéne. Il est également
présent dans toutes les membranes et son pouvoir protecteur s'étend aux lipides, aux protéines et a
I'ADN.
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La bilirubine a montré un fort potentiel antioxydants contre les radicaux peroxyle dans les milieux

polaires (Santos-Sanchez et al., 2019).

2. Les polyphénols

2.1. Généralités

Les composés phénoliques (polyphénols) sont des métabolites secondaires synthétisés possédant un
ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles (-OH) présents dans toutes
les parties des végétaux (Macheix et al., 2006). Les polyphénols constituent une trés grande famille
de molécules, comprenant plusieurs classes de composés phénoliques tels que les flavonoides, les
phénols simples et les acides phénoliques, dont plus de 9000 composés répertoriés (Hopkins, 2003 ;
Vuolo et al., 2019). L’immense diversité structurale des composés phénoliques, leur confére une
biodiversité fonctionnelle telles que ;

Les composés phénoliques sont connus pour leurs rdles dans la protection contre des agents biotiques
et abiotiques et encore la formation de polymeéres structuraux comme la lignine, la fertilité, la
pigmentation, et la signalisation hormonale dans la résistance des végetaux (Nitsch et Nitsch, 1961).
Les cellules végétales répondent aux stimuli environnementaux en synthétisant des meétabolites
secondaires qui peuvent les protéger des agents agressifs lorsque la plante est soumise a une blessure
mécanique. Ces réactions conduisent a la formation de tissu cicatriciel résistant aux infections au site
de la plaie (Amiot et al., 1990 ; Macheix et al., 2006).

Les polyphénols sont des molécules responsables du brunissement, impliquées dans les sensations
d'astringence et d'amertume. Les industries agroalimentaires recommandent fortement leurs
propriétés qualitatives ; ce sont aussi des molécules aromatiques et colorées (flavanones, anthocianes,
tanins, etc.) qui influencent fortement les caractéristiques organoleptiques des produits; les
polyphénols peuvent avoir un impact sur la conservation des produits, notamment les produits
cosmeétiques, alimentaires ou pharmaceutiques, qui doivent étre aussi parfaitement conservés que

possible tout au long de leur cycle de vie (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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2.2. Classification des polyphénols

Deux grandes classes sont distinguées ; les flavonoides dont les principaux composés sont: les
proanthocyanidines, isoflavonones, anthocyanines, flavanols, flavanones etflavones et les non
flavonoides tels que (xanthone, lignanes, acides phénoliques et stilbenes (Hoffmann, 2003).

2.2.1. Les flavonoides
Les flavonoides constituent la plus grande classe de composés phénoliques du regne vegétal, avec
plus de 8 000 composés identifié jusqu’au 2019. La structure de base d'un flavonoide consiste en
deux anneaux en Cs (A et B) liés par une chaine latérale en Cs pour former l'anneau en C
(hétérocycle), ce qui est principalement responsable de la variété des classes de flavonoides. Ces
molécules existent sous forme d'hétérosides (Vuolo et al., 2019), dont certains présentent un intérét
particulier grace a leurs propriétés dans des domaines aussi variés que la cosmétique,

I'agroalimentaire ou la pharmacologie.
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Figure 1. Squelette générale des flavonoidesselon la numérotation classique.

Cycle A et B : Deux noyaux aromatiques, Cycle C:hétérocycle central de type pyrane (Hassan, 2020)

Les flavonoides se trouvent dans une variété d'aliments d'origine végétale, notamment les fruits, les
Iégumes, les céréales, les légumineuses, les herbes et les épices. lls contribuent non seulement a la
couleur des aliments, mais aussi a leurs propriétés antioxydantes et a leurs effets potentiels sur la
sante y compris les anthocyanes, flavones (la lutéoline et I'apigenine), flavonols (quercétine, la
kaempférol et la myricétine), flavanes et les isoflavones (la génistéine et la daidzéine) (Robbins,
2003). 1l est intéressant de noter que chaque classe de flavonoides a des propriétés et des effets
potentiels sur la santé qui leur sont propres. Par exemple, les anthocyanes sont souvent associés a des

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, tandis que les isoflavones peuvent avoir des effets
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bénéfiques sur la santé hormonale. Cependant, il est important de souligner que les effets précis des

flavonoides sur la santé humaine sont encore en cours de recherche et de compréhension.

Flavone Flavonol Flavanone
O L OO
S
OH

Flavan-3-ol Anthocyanidin Isoflavone

Figure 2. Structures des squelettes des différentes classes des flavonoides. (Deghima, 2021)

2.2.2. Les acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Représentent environ un tiers des phénols alimentaires. Les acides phénoliques sont des dérivés de
I'acide benzoique et de I'acide cinnamique, et sont présents dans toutes les plantes, avec une origine
commune dans la phénylanine (Robbins, 2003). Ils constituent un sous-groupe de composés
phénoliques et jouent un réle important dans la physiologie des plantes. Les acides phénoliques sont
divisés en deux groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Guignard,
1974).

2.2.2.1.  Lesacides hydroxybenzoiques
IIs sont dérivés de I'acide benzoique et ont une formule de base Cs - C1. lls sont particulierement
fréquents chez les gymnospermes et les angiospermes. Les acides hydroxybenzoiques existent
fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides (Bruneton, 1999 ; Macheix et al., 2006). Les
principaux acides hydroxybenzoiques comprennent : acide p- hydroxybenzoiques, protocatéchique,

vanillique, gallique, syringique, salicyclique, gentisique (Vuolo et al., 2019).

F.y=Fs;=Fs;=F.=H acide benzofque (non phénolique)

R, R, F,=F.=Fs=H, F;=0H acide p-hydroxybenzoique
R;=F4=H, F>=F;=0H acide protocatéchique
Fy,=F4=H, F,=0CH3, R;=0H acide vanillique

Ra COOH R;=H, R;=R:=R,—OH acide galjique

F,=H, F;=F4=0CH;, F;=0H acide syringique

R F1=0H, F.=F;=F.=H acide salicylique

4 R;=Rs=0H, R=R;=H acide gentisique

Figure 3. Acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2006)
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2.2.2.2.  Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques constituent une classe trés importante de composes phénoliques que
I'on trouve dans de nombreux aliments d'origine végétale, avec une variété de substitutions possibles
sur le cycle aromatique, conduisant a la formation de différents composés. lls peuvent étre présents
dans les plantes sous forme libre, c'est-a-dire sous leur forme d'acides phénoliques libres, ou sous
forme liée, ou ils sont géneralement liés a des structures plus complexes telles que les tanins et les
polyméres phénoliques (Robbins, 2003).

Quelques exemples d'acides hydroxycinnamiques couramment trouvés dans les plantes :acide

caféique, férulique, sinapique et p-coumarique(Macheix et al., 2006).

R=FR,=R3=H acide cinnamique (non phénolique)
. COOH R,=R;=H.ER,=0H acide p-coumarique
Ry R;=R;=0H. R;=H acide caféique
‘s R;=0CH;, R,=0H, R;=H acide ferulique
R.=R;=0CH; R,=0H acide sinapique

Ry

Figure 4. Acides hydroxycinnamiques. (Macheix et al., 2006)

Les acides hydroxycinnamiques sont réputés pour leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires,
antimicrobiens et autres effets bénéfiques sur la santé humaine (Ekiert et al., 2014 ; Li et al.,2018 ;
Lekmine et al., 2021). IIs sont également impliqués dans la défense des plantes contre les infections,

les prédateurs et les stress environnementaux (Guignard, 1974 ; Richeter, 1993).

2.3. La bioaccessibilité et la biodisponibilité des polyphénols
La bioaccessibilité et la biodisponibilité des polyphénols sont deux concepts importants pour

comprendre comment ces composés sont absorbeés et utilisés par le corps humain.

2.3.1. La biodisponibilité
La biodisponibilité fait référence a la quantité de polyphénols (molécules bioactives) qui atteignent la
circulation sanguine et peuvent étre utilisés par les tissus et les organes du corps pour exercer une
action biologique. (Borel, 2014 ; Hu et al.,, 2017 ; Santos et al., 2019). Bien que les composés
phénoliques aient une forte activité antioxydante ou une autre activité biologique in vitro, ils n'ont

qu'une faible activité biologique in vivo en raison de leur faible biodisponibilité (D’Archivio et al.,
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2010). Elle dépend de plusieurs facteurs, tels que la capacité de transport a travers l'entérocyte,
I'intensité de la sécrétion intestinale des flavonoides conjugués vers la lumiére intestinale et vers le
sang, et enfin la capacité de sécrétion biliaire (Rhouma-Martin, 2013 ; Tigrine, 2014). Certains
polyphénols sont mieux absorbés que d'autres, et leur biodisponibilité peut varier considérablement.
La quercétine, par exemple, a une demi-vie d'absorption de 52 min, une demi-vie de distribution de
228 min et une élimination de 1008 min (Rhouma-Martin, 2013).

2.3.2. La bioaccessibilité

Se réfere a la fraction de polyphénols libérés de la matrice alimentaire pendant la digestion et
disponibles pour l'absorption par les intestins. Les polyphénols sont généralement présents sous
forme de glycosides, liés a différents sucres et esters. Au cours de la digestion, les enzymes
intestinales (intestin gréle) et la microflore bactérienne (gros intestin) peuvent libérer les polyphénols
en les hydrolysant, ce qui les rend bioaccessibles (Deghima., 2021). La bioaccessibilité des
polyphénols glycosidiques ou ésteriefiiques est généralement plus faible que celle des polyphénols de
forme non glycosylée ou non estérifiée (Borel, 2014). Cependant, la libération des polyphénols
dépend de nombreux facteurs, que Borel en 2014 résume comme sulit ;

Type de polyphénol (formes de stockage) ; Structure chimique; Etat de santé de l'individu ; Matrice

alimentaire et préparation et cuisson des aliments.
2.4. Composés phénoliques et santé

Il convient de noter que les études sur les polyphénols sont toujours en cours et que les effets peuvent
varier en fonction de divers facteurs tels que leurs structures chimiques, leur biodisponibilité, leurs
concentrations, leur interaction avec d'autres nutriments et leur métabolisme dans l'organisme. Les
études montrent que les polyphénols peuvent avoir de nombreux effets bénéfiques sur la santé
humaine.

2.4.1. Effet antioxydant

Effectivement, Le pouvoir antioxydant des polyphénols, en particulier des flavonoides, est lié a leurs
propriétés redox, les polyphénols sont capables de neutraliser les radicaux libres et de protéger les
cellules et les tissus contre les dommages oxydatifs, soit en transférant un atome d’hydrogéne et/ou
d’électron de leurs groupes hydroxyles, soit en chélatant des métaux (fer et cuivre) qui sont d’une

importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires. 1ls sont également de bons inhibiteurs
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des enzymes responsables de la production de radicaux libres d’une maniére directe en inhibant la
xanthine oxydase et I’oxyde nitrique synthase (Engwa, 2018).

2.4.2. Effet anticancéreux

La diversité de la famille des antioxydants, et principalement celle des polyphénols, refléte les
différentes actions physiologiques qu'ils sont susceptibles d'initier : induction de I'apoptose, contrle
de la prolifération et de la différenciation cellulaires, modulation du systéme immunitaire. A cet
égard, les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, peuvent inhiber la croissance des
cellules cancéreuses en interférant avec leur cycle cellulaire et induire leur apoptose en bloquant la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Kondeva-Burdina et al ., 2018 ; Ali et al., 2018 ; Ahmad
et al., 2018 ; Chamandy, 2021).

En outre, les flavonoides peuvent aider a protéger les cellules normales contre les dommages causés a
I'ADN par les substances cancérigénes (Ahmad et al., 2018 ; Srivastava et al., 2019). Certaines de ces
molécules semblent, de plus, pouvoir agir en synergie avec les antitumoraux conventionnels. Il a été
démontré que la consommation prolongée d'aliments riches en composés végétaux bioactifs tels que

les flavonoides réduit le risque de cancer (Sahreen et al., 2010 ; Santos-Sanchez et al., 2019).
2.4.3. Effets anti-inflammatoires et immunologiques

L'inflammation est une réponse immunitaire naturelle de I'organisme qui se développe suite a une
Iésion tissulaire. Elle est la premiere ligne de défense de I'organisme contre les agents agresseurs
(Chamandy, 2021). Les composés phénoliques ont des propriétés anti-inflammatoires et qu'ils
peuvent moduler le fonctionnement du systéme immunitaire (Bedir et al., 2000 ; Aslanipour et al .,
2017 ; Deghima, 2021). En effet, les flavonoides de I'Astragale ont la capacité de stimuler le systeme
immunitaire de différentes manieres, et contribuent également a la synthese des immunoglobulines et
a la stimulation des macrophages dans l'organisme. Ils peuvent également jouer un role dans
I'activation des cellules tueuses naturelles et des lymphocytes T, qui sont responsables de
I'élimination des agents pathogenes (Wang, 1989). Les flavonoides peuvent donc contribuer a réduire
I'inflammation, en bloquant la production de cytokines pro-inflammatoires et en activant les
cytokines anti-inflammatoires (Bedir et al., 2000 ; Sunil et al., 2019 ; Chamandy, 2021).

Les extraits de plantes peuvent avoir un effet anti-inflammatoire avec peu ou pas d’effets

secondaires ; ils peuvent intervenir a différents stades du processus inflammatoire, en inhibant la
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formation de cytokines et d'eicosanoides, en empéchant la cascade des réactions inflammatoires ou en
diminuant I'irritation et I'exfoliation excessive (Oguntibeju, 2018).

A titre d’exemple, les flavonoides et les acides phénoliques modulent les niveaux d'expression de
diverses cytokines (Gautam et Jachak, 2009). La lutéoline et la quercétine inhibent la sécrétion de
TNF-a par les cellules RAW 264.7 stimulées par des LPS, tandis que I'apigénine inhibe la production
de TNF-a, d'TL-1P et d'IL-8. En effet les flavonoides contribuent a la gestion de I'inflammation
chronique et a la prévention de maladies inflammatoires telles que [larthrite, les maladies

cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Chamandy, 2021).

2.4.4. Effets cardiovasculaires et anticoagulants

Actuellement, les maladies cardiovasculaires sont I'une des principales causes de décés dans le
monde entier. Cette maladie est principalement due a une coagulation sanguine anormale
(coagulation) dans les arteéres qui alimentent le cceur en sang. Les caillots sanguins qui se développent
dans les artéres peuvent provoquer une crise cardiaque ou un accident vasculaire cérébral. Les caillots
interrompent le flux sanguin vers le cceur (Klausner, 1983).

Bien que I'héparine ait le pilier du traitement anticoagulant des troubles thrombotiques aigus depuis
des décennies. Cependant, I'néparine présente certaines limites, telles que l'inefficacité chez les
patients présentant un déficit en antithrombine, le risque de développement de thromboses induites
par I'héparine, l'immunosuppression et l'effet ostéoporotique en cas d'application a long terme.
L'utilisation de certaines plantes médicinales par les herboristes dans le cadre d'une thérapie
hémostatique populaire est appliquée dans plusieurs pays et constitue une source potentielle de
nouveaux anticoagulants et antithrombotiques (Kee et al., 2008 ;Kumar et al., 2011 ; Félix-Silva et
al., 2014). Plusieurs plantes médicinales de différentes familles, utilisées dans les systemes de
médecine traditionnelle, sont étudiées pour le traitement des maladies thromboemboliques. Ces
plantes ont montré une activité anticoagulante/antithrombotique. Elles ont en commun une
composition en molécules bioactives, notamment des composés phénoliques (Kumar, 2011). Les
flavonoides obtenus a partir de I'écorce de noyer ont un impact sur I'némostase humaine, en
particulier sur I'adhésion et I'agrégation plaquettaire, et sur la coagulation plasmatique (Amirou., et al
2023). Les coumarines et leurs dérivés révéelent les meilleurs temps de prothrombine (TP) et rapport
international normalisé (INR), lls ont des propriétés anticoagulantes en inhibant la synthése de la

vitamine K, nécessaire a la coagulation sanguine (Duric et al., 2015).
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2.4.5. Effet hépato-protecteur
Le foie est un organe essentiel a la digestion, métabolisme et I'élimination des toxines. Il s'agit de la
plus grande glande du tube digestif et elle contient un grand nombre d'enzymes, ce qui lui permet de
remplir de nombreuses fonctions biologiques, notamment la fonction de sécrétion, la fonction
d’excrétion biliaire, la fonction métabolique et la fonction de détoxication (Diallo, 2019). L’activité
hépatoprotectrice des mollécules bioactives vis-a-vis I'népatotoxicité induite par les médicaments, en
particulier les médicaments anticancéreux tels que la doxorubicine, qui a été la plus étudiée pour ses
effets secondaires sur la cardiomyopathie (khan et al., 2014 ; Aktas et al., 2020) et le foie ( Mansouri et
al., 2017 ; Aktas et al., 2020), les reins (Djabir et al., 2017), le cerveau (Siswanto et al., 2016).
L'astragalus a déja fait ses preuves et de nombreuses recherches ont été initiées dans ce domaine,
certaines révelant des actions prometteuses. En 2017, I'équipe de Fouda a étudié lepotentiel hépato-
protecteur d'extraits hydro-méthanoliques 80/20 de deux especes d'Astragale, A. echinops et A.
logopodioides, contre les lésions hépatiques induites par le paracétamol chez le rat. Les niveaux
sanguins de deux enzymes, l'aspartate amino transférase (ASAT) et l'alanine amino transférase
(ALAT), ont été mesurés. Les résultats ont montré que les deux extraits réduisaient de maniere
significative les taux sanguins d'’ALAT et d'ASAT. D'autres recherches sur des modeéles
d'hépatotoxicité induite par I'acétaminophéne et le tétrachlorure de carbone (CCls), qui sont les plus
fréquemment utilisés pour évaluer le pouvoir hépatoprotecteur de certaines espéces d'astragale, ont été
satisfaisantes, montrant que les extraits d'astragale peuvent protéger les cellules hépatiques contre les
dommages causés par ces agents (Yimam et al., 2016; Simeonova et al., 2016 ; Kondeva-Burdina et
al., 2018 ; Kondeva-Burdina et al., 2022).
En effet, plusieurs publications ont étudié I'activité anticancéreuse des flavonoides et des acides
phénoliques, montrant leur effet hépatoprotecteur et anti-prolifératif sur les lignées cellulaires
cancéreuses (Guon et Chung, 2016 ; Awad et al., 2017 ; Alagawany et al., 2017 ; Benarba et
Pandiella, 2018 ; Diallo, 2019 ; Kalayci et al., 2023).
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3. Cancer et doxorubicine
3.1. Généralité sur le cancer

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), le cancer est la deuxieme cause de deces dans le
monde. Le nombre de déces dus au cancer devrait augmenter au cours des prochaines années pour
atteindre plus de 13 millions en 2030 (Chamandy, 2021).

L'incidence du cancer en Algérie est en constante augmentation en raison du développement socio-
économique rapide du pays. Cette augmentation est due a un changement profond du mode de vie des
citoyens, qui sont devenus plus exposés aux facteurs de risque de cancer tels que le tabagisme, I'alcool,

I'obésité, une alimentation malsaine et la pollution (Raiah et al., 2022).

Selon les statistiques du ministére de la santé, quelque 50 000 nouveaux cas de cancer ont été
enregistrés en 2022, contre 30 000 nouveaux cas en 2005, soit une augmentation de plus de 67 % en 17
ans. Les principales causes sont le cancer du sein chez les femmes, suivi du cancer colorectal, et le
cancer du poumon, suivi du cancer colorectal et du cancer de la prostate chez les hommes. La tendance
a la hausse des taux d'incidence de certains cancers souligne la nécessité d'intensifier les efforts de
prévention (Raiah et al., 2022 ; Lounis et al., 2023).

3.2 Définition du cancer

Le cancer est une maladie qui se développe a l'intérieur des cellules. Contrairement a de nombreuses
autres maladies, qui sont causées par des agents extérieurs, tels que des virus, des bactéries ou des
parasites. Le cancer est causé par des mutations dans le génome d'une cellule normale, qui se
transforme et prolifére de maniére nocive (Macdonald et al., 2003). Ces mutations perturbent les
mécanismes naturels de régulation de la croissance cellulaire, ce qui conduit a une multiplication
anarchique et incontrélée des cellules. Le cancer se développe a partir d'une seule cellule saine en un
ensemble de cellules cancéreuses (Tigrine, 2014 ; Chamandy, 2021). Le déclenchement des cancers est
soit lié a des facteurs internes tels que l'activité hormonale, les mutations héréditaires et les maladies
immunitaires, soit a des facteurs externes ou environnementaux tels que le tabac, les radiations,

I'alimentation, l'alcool, etc (Chamandy, 2021).
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3.3. Définition de I’apoptose

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, appelé aussi mort cellulaire physiologique.
Elle permet a I'organisme de se débarrasser des cellules inutiles ou endommagées, qui pourraient étre
dangereuses (Kerr et al., 972 ; Alibert et Chimini, 2002).

L'apoptose peut étre d'origine physiologique ou pathologique. Dans le premier cas, elle correspond a
I'organogenese, comme la formation du cerveau et la genése des doigts, mais aussi au développement
du systeme immunitaire, a la différenciation intestinale, et la différenciation mammaire lorsque les
cellules épithéliales des glandes mammaires sont éliminées apres la période d'allaitement, etc.

La seconde est I'apoptose pathologique, dans laquelle le temps de survie des cellules est anormalement
prolongé, entrainant des maladies malignes comme le cancer (mutation du géne P-53), des maladies
auto-immunes, des maladies neurodégénératives, une apoptose excessive et la perte de cellules
normales ou protectrices (syndrome syndrome d’immunodéficience SIDA) (Bensakhria, 2018).

3.3.1. Changements morphologiques au cours de I'apoptose

La mort cellulaire se caractérise par de profonds changements morphologiques, génétiques et
biochimiques : c'est le phénomeéne de I'apoptose. Le premier changement morphologique distinctif est
une réduction du volume de la cellule. A ce stade, le cytoplasme se condense et les organites cellulaires
sont morphologiquement intacts. En revanche, le noyau rétrécit, la chromatine se condense et se
fragmente, formant des amas puis des croissants attachés a I'enveloppe nucléaire. Altération des autres
organites, convolution des membranes nucléaires et cytoplasmiques (budding ou blebbing) conduisant
a la formation de corps apoptotiques, qui initialement conservent leur intégrit¢é membranaire et
contiennent des fragments de noyau, de mithochondries et de divers constituants cytoplasmiques.
(Hermetet, 2015). Ces changements morphologiques sont généralement associés a des changements
biochimiques tels que la translocation des résidus de phosphatidylsérine a la surface externe de la
bicouche lipidique. Toutes ces modifications conduisent a la reconnaissance et a la phagocytose des
corps apoptotiques par les macrophages, et empéchent le contenu cytoplasmique d'étre libéré dans le
milieu extracellulaire, prévenant ainsi toute réaction inflammatoire locale (Bettaieb, 2009 ; Tigrine,
2014).
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Figure 5. Schéma représentant les changements morphologiques induits lors de lI'apoptose. (Hermetet, 2015)

3.3.2. Mécanismes moléculaires et voies de signalisation de I'apoptose

L’apoptose passe par trois étapes distinctes et succesives ; la premiere est I’induction suivie par la
phase d’éxécution et la derniere la phase de dégradation. Tout d'abord, il existe deux voies majeures
pour induire l'apoptose, phénomeéne réversible qui peut étre intra- ou extracellulaire : la voie
extrinséque (voie des récepteurs de mort) et la voie intrinséque (voie mitochondriale) (Bettaieb, 2009 ;
Hermetet, 2015). La voie extrinseque est initiée par la liaison d'un ligand de mort extracellulaire, tel
que Fas-L, TNFa ou TRAIL, a son récepteur a la surfae de la cellule (Tigrine, 2014). La liaison
récepteur-ligand =Fas-L induit l'activation du récepteur et le recrutement de protéines adaptatrices qui
créent des liens permettant le clivage et I'activation des caspases initiatrices la caspase 8, qui a son tour
clive et active les caspases effectrices la caspase 3, qui hydrolyse des substrats particuliers menant a
I'apoptose. Tandis que la voie intrinséque également connue sous le nom de voie méthocondriale ou
voie régulée par le lymphome a cellules B -2(BCL), peut étre activée suite a des dommages de I’ADN
(activation de p53), a I’absence de facteurs de survie ou a un stress oxydant. La libération du
cytochrome c dans le cytoplasme se combine avec le complexe APAfL (Apoptotic Protease Activating
factor 1) pour former le cyt c-APATf1 connu sous le nom d'apoptosome. Ce complexe active la caspase-
9 qui, a son tour, active la caspase-3, induisant I'apoptose. Cette voie est associée a des changements
dans la perméabilité des membranes internes et externes des mitochondries. Les deux voies conduisent

a l'activation des protéines effectrices de I'apoptose, les caspases (Delmas, 2014 ; Hermetet, 2015).
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3.4. Doxorubicine

La doxorubicine est un antibiotique cytotoxique appartenant a la famille d’anthracycline, également
appelé adriamycine, qui a été isolée dans les années 1960 a partir d'une espéce d'actinobactérie appelée
Streptomyces peucetius (EI-Moselhy et al., 2014). Depuis lors, DOX a été utilisé avec succés comme
agent chimio thérapeutique contre diverses tumeurs malignes solides et hématologiques en tant que
premiere ligne de défense (Patil et al., 2008). DOX exerce une action anticancéreuse qui cible et
intercale les bases d'ADN, préférentiel, des cellules tumorales ; provoquant le blocage du cycle
cellulaire en phase G2 en inhibant une enzyme appelée topo isomérase Il, qui provoque ensuite la
géneration de radicaux libres et leurs dommages aux membranes cellulaires (Attia et Bakheet, 2013 ;
El-Moselhy et al., 2014). Les pratiques cliniques de DOX sont devenues limitées en raison de ses
effets secondaires, notamment des lésions cardiaques mortelles (Bilgic et al., 2020), de plus
doxorubicine est considérée comme la classe la plus toxique des anthracyclines dans les hépatocytes
(Kebieche, 2009 ; Damodar et al., 2014). 1l existe aujourd'hui huit anthracyclines couramment utilisées
en clinigue : la daunorubicine (Cerubidine®), doxorubicine (Driblastine®), épirubicine
(Farmorubicine®), idarubicine (Zavedos®), pirarubicine (Thépubicine®), daunorubicine liposomale
(Daunoxome®) et deux doxorubicines liposomales (Zavedos®). Deux doxorubicines liposomales
(Caelyx® et Myocet®) (Van Dalen et al., 2006 ; Conway et al., 2015). Le suffixe « rubicine » fait
référence a leur couleur rouge intense. Aujourdhui, la doxorubicine et I'épirubicine sont les

anthracyclines les plus utilisées (Mazevet, 2015).

—

-

Daunocsamine =

= Adnamycinone

Figure 6. La structure chimique de la doxorubicine. (Gallani, 2016)

Selon Diallo (2019), la doxorubicine est largement metabolisée par le foie et éliminée principalement
par voie hépatobiliaire. Cela signifie que le foie est le principal organe responsable de I'élimination de

la doxorubicine de I'organisme. L'insuffisance hépatique peut augmenter la toxicité de la doxorubicine,
24



Synthése bibliographique

et 40 % des patients soumis a ce traitement souffrent d'une forme ou d'une autre d'atteinte hépatique,
allant d'une augmentation transitoire des transaminases a des foyers de nécrose cellulaire et a une
cirrhose hépatique (Tacar et al., 2013). Pour cette raison, il est important d'évaluer la fonction
hépatique avant et pendant le traitement a la doxorubicine (Gallani, 2016). Les paramétres biologiques
classiques comme I'ALAT, I'ASAT, les phosphatases alcalines et la bilirubine doivent étre dosés
(Yimam et al., 2016 ; Simeonova et al., 2016). Si la bilirubinémie est élevée, la clairance de la
doxorubicine peut étre plus lente et la toxicité globale peut étre accrue. Dans ce cas, des doses plus
faibles de doxorubicine doivent étre administrees. La doxorubicine ne doit pas étre administrée en cas

d'atteinte hépatique sévére (Gallani, 2016).

3.4.1. Pharmococénitique et pharmacodynamique de la doxorubicine

L'activité pharmacologique des anthracyclines repose sur des réactions d'oxydoréduction dans
lesquelles elles capturent un électron du NADPH, créant une radicale semi-quinone. Ce processus
génére de I'eau oxygénée (H20.), des radicaux libres oxygénés et des radicaux hydroxyles (OH).
L'intéraction de la partie hydroquinone de I'anthracycline avec le fer ferrique présent dans les cellules
peut ensuite déclencher la production non enzymatique de radicaux libres superoxydes (RL), entrainant
une peroxydation des lipides qui altére la fonction des membranes. En outre, le stress oxydatif associé
peut directement induire des dommages aux mitochondries et l'apoptose. La formation d'ONOO- a
I'intérieur des cellules peut également jouer un rdle important dans la toxicité des anthracyclines
(Michihiko et al., 2006 ; Tacar et al., 2013)

3.4.1.1. Pharmacocinétique de la doxorubicine

Conformément a la monographie éditée par Pfizer, la doxorubicine est rapidement éliminer du plasma
des patients. Il se lie fortement aux tissus, y compris aux ascites, ou il atteint des concentrations plus
élevées que dans le plasma (Tacar et al., 2013 ; Gallani, 2016). Environ 50 a 85 % de la doxorubicine
se lie aux protéines plasmatiques. La doxorubicine est éliminée principalement par la bile et les selles,
a raison de 40 a 50 % sous forme inchangée et de 23 % sous forme de doxorubicinol, un métabolite
actif. L'excrétion urinaire est minime, a raison de 5 a 15 % de la dose, et sous forme inchangée. La
clairance de la doxorubicine est de 400 a 583 mL/min/m?, et sa demi-vie terminale est de 17 heures
(métabolites 30 a 50 heures) (Mazevet, 2015).
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3.4.1.2. Pharmacodynamique de la doxorubicine

L'activité anticancéreuse des anthracyclines n'est pas encore totalement déterminée, mais plusieurs
mécanismes semblent y contribuer, tels que les interactions avec I'ADN, [linhibition de la
topoisomérase Il et la production de radicaux libres. A ce propos, la doxorubicine s'intercale dans la
double hélice de I'ADN, ce qui a pour effet de détordre la molécule d'ADN et de bloquer la progression
de I'ADN polymérase et de I'ARN polymérase. Cela inhibe la réplication de I'ADN et la transcription
en ARN, ce qui entraine la mort cellulaire. Ensuite, la doxorubicine est capable d'inhiber la
topoisomérase Il, empéchant I'étape de religation et conduisant a la rupture définitive des brins d'’ADN
et a la mort cellulaire. La doxorubicine est a l'origine d'une production de radicaux libres, qui
provoquer divers dommages au niveau de I'ADN, telles que la molécule, la separation des deux brins et
l'augmentation des reactions d'alkylation. La doxorubicine peut également se lier aux membranes

cellulaires et a certaines protéines plasmatiques (Tacar et al., 2013 ; Mazevet, 2015 ; Gallani, 2016)

3.4.2. Toxicité de la doxorubicine

Les effets indésirables les plus souvent observés sont des hypoplasies médullaires (environ 2/3 des
patients) parfois accompagnées d'une immunosuppression, des nausées, vomissements, douleurs
abdominales et diarrhées, des stomatites, une alopécie (90% des patients) et une aménorrhée (Gallani,
2016). Ces toxicités ne sont pas liées spécifiquement a la doxorubicine mais sont fréquentes dans
plusieurs familles de médicaments anticancéreux, car elles affectent les cellules qui se renouvellent
rapidement. D’autres effets indésirables de la doxorubicine, bien que moins fréquents, sont plus
spécifiques. Il s'agit notamment de la cardiotoxicité, caractéristique de la famille des anthracyclines, et
des leucémies secondaires, fréquemment observées avec les inhibiteurs de la topoisomérase Il (Lao et
al., 2013). La doxorubicine peut également provoquer des nécroses (en raison de son fort potentiel
irritant). Elle peut également provoquer une néphrotoxicité et surtout une hépatotoxicité, en raison de
son métabolisme principalement hépatobiliaire (Mazevet, 2015).

Les progres récents dans la gestion thérapeutique des effets secondaires comprennent l'introduction de
cytokines et de formulations liposomales. Cependant, contrairement a la cardiotoxicité, d'autres effets
secondaires tels que I'népatotoxicité ont été moins étudies. Compte tenu des fonctions métaboliques
cruciales du foie et du meétabolisme hépatiqgue important des anthracyclines, la gravité de
I'népatotoxicité induite par les anthracyclines augmente avec la tendance a l'augmentation des doses
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d'administration (Prasanna et al., 2020 ; Liu et al., 2023). Les données cliniques suggerent que la
doxorubicine cause des lésions hépatiques supérieures a 30 % chez les patientes atteintes d'un cancer
du sein, mais le mécanisme de son hépatotoxicité n'est toujours pas élucide, ce qui représente un défi
clinique potentiel et une complication mortelle (Damodar et al., 2014). En outre, et selon Alhashmi et
al. (2020), I'népatotoxicité représente 10 % des hépatites aigués chez les patients adultes atteints de
cancer, lorsque les premiéres doses d'anthracyclines sont administrées. De nombreux rapports bases
sur I'examen histopathologique de tissus hépatiques extraits de modeles animaux traités a la
doxorubicine ont révélé plusieurs anomalies telles que I'hyperplasie marquée des canaux biliaires, la
dilatation de I'espace sinusoidal et la congestion des veines centrales , une vacuolisation des
hépatocytes, dilatation des sinusoides, condensation des noyaux et dégénérescence des cordons
hépatocytaires , cedéme cellulaire, nécrose focale et désorganisation des travées hépatiques ,

prolifération du canal biliaire, nécrose parenchymateuse (Prasanna et al., 2020 ; Liu et al., 2023).

4. Les fabacées

4.1. Généralité

Les fabacées communément appelées légumineuses Ex Papilionacées, représentée par le genre Faba
(feve, Vicia faba), ce sont des plantes dicotylédones de 1’ordre Fabale, c’est 1’une des plus grandes
familles d’intérét économique et d’importante plantes a fleurs, elles sont facilement identifiable par
leurs fruit (gousses), qui sont de forme variée rarement uniloculaire (généralement a deux loges) et
par ses feuilles imparipennées en général stipulées (Quezel et Santa, 1963 ; Garza, 2015).

Plusieurs études chimiotaxonomiques ont montré la richesse des fabacées en fibres, vitamines,
composées organiques tels que protéines, les oligosaccharides, glucides, lipides, et acides phytiques,
et des éléments minéraux (calcium, magnésium, potassium, fer, zinc et azote) (Garza, 2015 ;
Chamandy, 2021). D’autre part des recherches en phytochimie ont révélé la présence d'isoflavones,
flavonoides prénylés, flavanones, flavanols, saponines, glucosides, roténoides, chalcones, alcaloides
et trypsine inhibiteurs. Les flavonoides sont les principaux constituants de la famille des fabacées
(Bedir et al., 2000 ; Ebrahimzadeh et al., 2001 ;Garza ,2015).
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4.2. Le genre Astragalus

Les especes du genre Astragalus sont largement réparties dans les régions tempeérées du monde. La
plupart des Astragales se trouvent dans les zones continentales arides de l'ouest de I'Amérique du
Nord et de I'Asie centrale (Podlech, ,1986 ; Pistelli et al., 2003 ; Rios et Waterman, 1997).

Les especes d'Astragales poussant en Afrique du Nord sont des plantes méditerranéennes ou arabo-
sahariennes. En Algérie, le genre Astragalus est représenté par 40-45 especes annuelles et vivaces
appartenant a 18 sections se reparties dans des aires géographiques tres diversifiées comprenant les
régions cotiéres, les hauts plateaux et les régions sahariennes (Quézel et Santa, 1962 ; Benferdia et
al., 2021). Dans le Sahara Algérien, il existe une quinzaine d’espéces dont une dizaine sont
endémiques de I'Algérie, du Maroc et Tunisie (Quézel et Santa, 1962 ; Ozenda, 2004 ; Benferdia et
al., 2021). Le genre Astragalus, malgré sa large répartition géographique, a connu une diversification
morphologique considérable (Zarre et Azani, 2013). Cependant, a ce jour, la classification du genre
Astragalus est trés complexe et difficile en raison de la similarit¢é morphologique de ce taxon
(Wojciechowski et al., 1999 ; Zarre et Azani, 2013 ). L'astragale pousse de I'automne au printemps,
avec des feuilles qui restent vertes tout au long de I'hiver et des fleurs hermaphrodites. Le calice est
caduc ou persistant. La corolle est papilionacée et les pétales sont mités, avec un ovaire multi-ovulé a

I'apex. Le fruit est généralement une gousse seche de forme variable (Ozenda, 2004).

4.3. Astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge

L’astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge est une espece endémique saharienne, son nom
vernaculaire est Feila en raison du nom arabe Foul (haricots) qui fait référence a la forme de sa
gousse, cette espece a plusieurs autres noms selon la région comme « Foul el hamir » ou « Djelban
elhamir » et « Gelza » (Zeguerrou et al., 2010). En Algérie, elle pousse dans les régions arides et
semi-arides telles que Biskra, EI Oued, Djelfa, Ghardara, Ouargla et Boussaada (Ozenda, 2004 ; Ould
El hadj et al., 2003 ; Benferdia et al., 2021).

Astragalus gombo est une plante vigoureuse de couleur claire (Ozenda, 2004). Elle pousse bien dans
les lits sablonneux, sur les oueds et elle forme parfois d’importants paturages apres la pluie et résiste
longtemps dans certains oueds. Elle est bien appréciée par les animaux, notamment, le dromadaire
(Maamria, 2015). A. gombo est une espece ades feuilles longues aux petites folioles, leurs tiges
dressées élevé aboutissent 40 a 50 cm de hauteur, les fleurs en grappes denses de couleur jaunes et de
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forme papilionacées. La gousse de celui-ci, protégée par une aigrette souple, a une forme renflée avec
de légeres nervures (Benchalah et al., 2000).

Figure 7. a: Touffes d'A. gombo ;b : Tiges des feuilles et des fleurs ;c : Gousses couvertes de poils fins et laineux.

4.3.1. Classification botanique

Selon la quatrieme version établi par 1I’Angiosperm Phylogeny Group (APG : 1V, 2016), décrit la
position systématique d’Astragalus gombo Coss et Dur EX Bunge.

Tableau 2. Classification botanique de I’espéce Astragalus gombo Coss et Dur EX Bunge.

Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Astragalus L

Espece d’Astragalus gombo Coss et Dur Ex Bunge
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4.4, Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre Astragalus

4.4.1. Usage et importance des astragales
L’étude éthnopharmacologique menée par Bellakhdar (1997) a valorisé I’utilisation de nombreuses
espéces d'astragale comme plantes fourragéres et ornementales ;cependant, les plantes fourrageres
indigénes et introduites sont utilisées pour restaurer la zone de surpaturage, contréler I'érosion,
remplacer les plantes indésirables, fournir un fourrage appétissant et nutritif pour la faune et le bétail
domestique, et fournir des sources utiles pour la production de médicaments importants ou sources de
gommes adragantes (Rios et al., 1997 ; El Rhaffari et Zaid, 2002). Cependant, un certain nombre
d'espéces sont toxiques pour le bétail et dans de nombreux cas, les toxines pourraient étre transférées
aux humains par la viande ou le lait (Rios et al., 1997 ; Zarre et Azani, 2013).
Ainsi, il existe deux groupes d'espéces d'astragale qui sont étroitement liés a la santé : les especes
toxiques et les plantes médicinales. De maniére générale, les études menées sur le genre Astragalus
affirment que plus de trente- deux especes sont appréciées en cuisine, voire comme substitut du thé ou
du café, des supports cosmétiques et des médicaments (Rios et al., 1997 ; El Rhaffari et Zaid, 2002;
Teyeb et al., 2011). L'astragale a été utilisé en medecine traditionnelle chinoise comme booster
d'immunité depuis pres de 2000 ans (Shahrajabian et al., 2019).
La médecine traditionnelle du monde entier a utilisé I'astragale comme remeéde a base de plantes contre
l'ulcere de l'estomac, la toux, la bronchite chronique, I'nypertension, les troubles gynécologiques, le
diabete, I'népatoprotection ; immunostimulant; les antiviraux et les piqlres de scorpions venimeux.
(Hirotani et al., 1994; Bisby et al.,1994 ;Rios et al., 1997 ;Niknam et Ebrahimzadeh, 2002;
Shahrajabian et al., 2019 )

4.4.2. Composition chimiques d'astragales

Au cours des deux derniéres décennies, l'intérét pour les composants chimiques de diverses espéces du
genre Astragalus a augmenté, en 2014 1’équipe de Li a répertorié¢ plus de deux cents composants qui
avaient été isolés, identifiés et obtenus a partir de 46 espéces d'Astragalus, notant plus de soixante
flavonoides, les acides aminés non protéiques, les saponines, les alcaloides, les composés nitres, les
mucilages, les stérols (Ebrahimzadeh et al., 2000 ; Ebrahimzadeh et al., 2001; Shahrajabian et al.,
2019) et quatorze oligo-éléments, dont le sélénium, le zinc et le fer, qui sont micronutriments

indispensables pour I'nomme et méme les animaux (Bedir et al., 2000; Shahrajabian et al., 2019).

30



Synthése bibliographique

Les triterpénes de la classe des cycloartanes ont été découverts pour la premiére fois dans le genre
Astragalus et sont les plus distingués parmi les triterpenes répandus de ce genre. Une des saponines
triterpéniques l'astragaloside IV, qui a été signalé comme étant un composé important responsable de
l'augmentation de la prolifération des lymphocytes T et B et de la production d'anticorps in vivo et in
vitro (Wu et al., 2005). Les flavonoides, en général, sont connus pour étre des composés
biologiquement actifs et posseder des propriétés antioxydantes, capables de réduire les maladies
cardiovasculaires (EI-Sebakhy., 2000 ; Wu et al., 2005 ; Shahrajabian et al., 2019).

Nous présentons ici un récapitulatif des recherches récentes en phytochimie et en pharmacologie

portant sur les différentes especes d'Astragale.

Tableau 3. Travaux antérieures, activités pharmacologiques sur le genre Astragalus.

Espece

Activité

Référence

A. mongholicus

Effets antiprolifératifs et apoptotiques

Yan et al., 2009

A. verus

Effets immunomodulateurs

Nikbakht-Brujeni., 2011

A.monspessulanus L

effet hépatoprotecteur

Simeonova et al., 2015

A. membranaceus,

effet hépatoprotecteur

Yimametal ., 2016

A. echinops, A. logopodioides

Activité antioxydante et

hépatoprotective

Fouda et al., 2017

A. membranaceus (Fisch.) Bunge

Activitehépatoprotective

Alietal., 2018

A. spruneri Boiss.

Activité antioxydante et

hépatoprotective

Kondeva-Burdina et al., 2018

A.gomboformis

Activité antioxydante

Lekmine et al., 2021

A. floccosus Boiss.

Activité cicatrisante

Akbari et al., 2021

A bruguieri

Activité antioxydante

Aj Jabbar et al., 2022

A. monspessulanus

Activité antioxydante et

hépatoprotective

Kondeva-Burdina et al., 2022

A.gombo Coss & Dur

Activité antioxydante, phagocytaires,

, anticoagulantes et antiprolirative

Bellebcir et al., 2022

A. globosus Vahl et A. breviflorus DC

Activité antiproliférative

Kalayct et al., 2023.
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1. Matériel
1.1. Matériel végétal

L’étude est menée sur la partie aérienne (tiges, feuilles, fleurs, gousses) d’une espéce
spontanée et non domestique Astragalus gombo Coss Dur Ex Bunge. Les organes ont été
collecté de la station d’Ain Ben Naoui commune de 1’Hadjeb en Mars 2017 (Coordonnées du
systeme de positionnement global : 34° 47’ 25" N / 5° 35’ 49"E, et a une altitude de 146
meétreau-dessus du niveau de la mer). La plante a été identifiée au niveau de I’Institut
Technique de Développement de 1I’Agronomie Saharienne, ITDAS, (Biskra, Algerie).
L’espeéceest répertoriée au spécimen (FA-027) de I’herbarium de I’ITIDAS.

Apreés nettoyage et séchage des parties aériennes a l'abri de la lumiére, la poudre est stockée
dans des tubes de vers sombres et conservée au réfrigérateur.

1.2. Animaux

Afin d’éviter la variabilité intersexuelle, des Souris male BALB/c agés de 2 a 2.5 mois
provenant de I’institut Pasteur d’Alger, pesant entre 28 et 32 g. Les animaux sont maintenus
dans I’animalerie du laboratoire dans des conditions standard [température (23+£2°C) et un
cycle nycthéméral de 12 h/ 12 h]. Les souris sont acclimatées pendant dix jours dans des
cages en plastique transparent, avec libre accés a I’eau et a I’aliment standard.

1.3. Prélevement et préparation du Plasma Pauvre en Plaquettaire (PPP)

Le PPP a été préparé d’un mélange de plasma de 10 sujets volontaires, adultes, sain non
traités, dont les temps de Quick TQ et temps de céphaline kaolin TCK sont normaux. Les
prélévements sanguins sont effectués par ponction veineuse dans des tubes en plastique
citrate (3.2% citrate de sodium), le PPP a été obtenu aprés une centrifugation de 10 min a
2500 rpm, Le mélange ainsi obtenu est conservé a -10°C jusqu’a son utilisation. Une
licence éthique a été obtenue pour l'utilisation de plasma qui a été acquis par le

laboratoire de Biochimie, Etablissement PublicHakim Saadane Biskra, Algérie.

1.4. Lignées cellulaires cancéreuse et saines

Trois lignées cellulaires ont été évaluées pour le test de cytotoxicité ; des cellules
d'adénocarcinome du col de l'utérus humain (HelLa) et d'adénocarcinome du sein humain
(MCF-7), et des cellules hépatiques de souris normales (Aml12). Les lignées cellulaires ont
été obtenues aupres de la sociéte ATCC (American Type Culture Collection. Manassas, VA,

USA.), ont été cultivé dans un milieu de Dulbecco essentiel minimum (DMEM) et du HAMS
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F 12 (1:1) supplémenté avec 5 % de sérum bovin feetal (FBS), 1 % de glutamine, et un
mélange d’antibiotique 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de streptomycine (GIBCO, New
York, Etats-Unis). Les cellules sont maintenues a 37°C dans une atmosphére humidifiée a 5%

de CO.. Renouvelement du milieu de culture réalisé tous les trois jours.

2. Méthodes
2.1. Extraction des composés phénoliqueset dosage
2.1.1. Préparation des fractions

La macération a éte réalisé par extraction solide-liquide, un mélange hydro-méthanoique
(20/80 v/v) a été préparé (60 g de poudre d’A.gombo) et soumis a trois cycles successifs
de maceration toutes les 24h (pendant 72 h). Les trois macérations ont été réunies et
évaporées (45°) jusqu’a séchage sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif (Heidolph
Rotavapor). L’extrait brut a été dissous dans de 1’eau bouillante et soumis a une
décantation pendant 12 heures afin d’éliminer les résidus. Ce dernier a subi une série
d’affrontements successive (extraction liquide-liquide), par différents solvants de polarité
croissante, en 1’occurrence I’ether de pétrole, 1’acétate d’éthyle, le n-butanol et le
méthanol (Markham, 1982). Les trois phases organiques 1’acétate d’éthyle, le n-butanol
et le méthanol ont été concentrés a 1’aide d’un évaporateur rotatif (35°) a basse pression,

puis repris par 10 mL du methanol.

2.1.2. Extrait brut agueux

L'extrait aqueux a €té préparé par la méthode du reflux : 30 g de poudre fine de la partie
aerienne ont ete portés a ébullition dans 300 ml d'eau distillée pendant 30 minutes. Par la
suite le mélange est soumis a une filtration par le papier Whatman N°4, suivie d’une

concentration a I’aide d’un évaporateur rotatif (45°) (Ferreira et al., 2013).

Les fractions obtenues nommées acétate d'éthyle (AEAQ), n-butanol (NBAg), méthanol
(MEAQ) et I’extrait aqueux (AQAQ) ont été pesées et stockées a 4 ° C pour les différentes

analyses.
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— Poudre végétale
Chauffage a o o
— reflux 30g/300 mL <—— Maceration (Meoh H20:80/20) 3 cycles
= de macérations Renouvellement de
solvant /24h
Pendant 30mn A
b [ Extraits réunis ]
Filtration(Whatman N°4) ‘ Evaporation a sec (35°) reprise
par I'eau bouillante
l [ Phase aqueuse ]
Concentration Affrostrmant par fther do pétrale
au rotavapeur [ Phase ether de pétrole
(459) o
[ Phase n-butanol Affrontement par n-hutanol ]
[ Phase méthanol Affrontement par le méthanol l

[ Phase aqueuse résiduelle

Figure 8. Protocole d’extraction de flavonoides via : 1 par fractionnement des phases ; 2 : Extrait brut aqueux.
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2.2. Dosage des composés phénoliques

2.2.1. Détermination des polyphénols totaux (TPT)

Les polyphénols réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en milieu alcalin en oxyde de
tungsténe et de molybdene donnant une couleur bleue (Singleton et Rossi, 1999). Une
prise de 200 pL de chaque échantillon (extrait /fraction) a été ajoutés a 1 mL de réactif de
Folin-Ciocalteu a (10%) et 0,8 mL de solution de carbonate de sodium a 7,5 % dans un
tube a essai. Le melange a été agité pendant 30 min et a I’abri de la lumiére.
L'absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 765 nm, par un spectrophotométre
UV-vis Jenway 6310. Les teneurs totaux des polyphénosl ont été exprimés en mg

d'équivalents d'acide gallique par gramme de poids sec (mg GAE/g PS).
2.2.2. Détermination des flavonoides totaux (TFT)

Selon 1’équipe de Dewanto (2002), un dosage colorimétrique a été effectué afin de
quantifier les flavonoides totaux. Une prise de 0,5 mL de chaque échantillon
(extrait/fraction) est additionnée de 75 ul d’une solution de NaNO> & 5%, sous agitation
pendant 6 min a température ambiante, 0,15 mL de chlorure d’aluminium AICl3 (100
g/L) fraichement préparé sont ajoutés au melange. Par la suite 0,5 mL de la soude NaOH
(1M) sont rajouté au mélange aprés 5 min de repos, le volume a été ajusté a 2,5 mL avec
de I’eau distillée. L’absorbance de cette préparation est mesurée a 510 nm contre la
méme préparation sans échantillon. Les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg

d’équivalent quercétine pargramme de poids sec (mg QE/ g PS).
2.2.3. Détermination des tanins condensés (TTT)

Selon le dosage colorimétrique décrit par (Sun et al., 1998), avec des modifications
legeres, les proanthocyanidins ont été quantifiés par la méthode de vanilline. Un volume
de (50uL) dilué de I’échantillon est ajoutéea 3 ml de vanilline /méthanol (4%) et 1500uL
d’acide sulfurique concentré H2SOs, le mélange a été bien homogénéisé a I’aide d’un
vortex. Aprés une incubation de 15 min a température ambiante, 1’absorbance a été
mesuré a500 nm contre un (blanc) le solvant d’échantillon. Les teneurs totaux des tanins

sont exprimées en mg d’équivalent catéchine par gramme de poids sec (mg CE/ g PS).
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2.3. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-ESI-
MS)

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse est I’'une des techniques
d’analyse les plus utilisées pour détecter et quantifier des molécules d’intérét par mesure de
leur masse, et de caractériser leur structure chimique grace a leur fragmentation. Son principe
réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z).
L'analyse LC-ESI-MS a été réalisée par un spectrometre de masse quadripolaire CL-MS-2020
(Shimadzu, Kyoto, Japon) alimenté par une source d'ionisation par électrospray (ESI) et
fonctionnant en mode d'ionisation négative. Masse spectrometre a été couplé en ligne avec un
liquide ultra-rapidesystéme de chromatographie consistait en un LC-20AD XR systeme de
pompe binaire, échantillonneur automatique SIL-20AC XR, CTO et un four & colonne 20AC
et dégazeur DGU-20A 3R(Shimadzu, Kyoto, Japon). Pour I'analyse, une colonne Aquasil C18
(Thermo Electron, Dreieich, Allemagne) (150 mm x 3 mm, 3 pm) connectée a une colonne de
garde Aquasil C18 (10 mm x 3 mm, 3 pm, Thermo Electron) a été utilisée comme phase
stationnaire a température ambiante.
La phase mobile contenait deux solvants : A (0,1 % d'acide formique dans H2O, v/v) et B (0,1
% d'acide formique dans du méthanol, v/v) avec un gradient d'élution linéaire de 10-100 % B
en 45 min a été maintenu a 100% B aprés 10 min. Pour le ré-équilibrage une durée de 5min
entre les essais individuels. Le débitde la phase mobile était de 0,4 ml/min, la température est
maintenue a 40°C.
Une concentration (4 mg/mL) de chaque des fractions n-butanol, d'acétate d'éthyle et de
méthanol a été préparée dans le solvant correspondant, et filtrée a travers un filtre a film de
0,45 pum, puis un volume de 5 pL a été injectée dans la colonne du chromatographe. Les
spectres acquis sont été controlés en mode SIM (Selected lon Monitoring) et traités par le
logiciel Shimadzu LabSolutions LC-MS.

Le spectrometre de masse fonctionnait en mode ions négatifs avec une tension capillaire de -
3,5V, un débit de I’azote comme gaz de nébulisation de 1,5 L/min, un débit de gaz sec de 12
L/min pour séchage, une température DL (ligne de dissolution) de 250°C, une température
de source de bloc de 400°C, un détecteur de tension de 1,2 V et le spectre de balayage
complet de 50 a 2000 Da.
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2.4. Evaluation de I’activité antioxydante
2.4.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des fractions d'A. gombo ont été évaluées par le test DPPHe selon la
méthode décrite par Kirby et Schmidt (1997). Le piégeage du radical libre stable du DPPHe
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par une molécule antiradicalaire, entraine la décoloration du
DPPHe qui vire du violet au jaune. Briévement, 500 uL. de chaque échantillon a différentes
concentrations ont été ajoutés a 375 pL d'éthanol et 125 pL d'une solution de DPPH (0,2 mM)
dans I'éthanol) comme source de radicaux libres. Les mélanges ont été incubés pendant 60
min dans l'obscurité a température ambiante. La capacité de piégeage a été mesurée par le
spectrophotométre JENWAY 7315 a 517 nm. L'absorbance plus faible du mélange
réactionnel indiquait une activité de piégeage des radicaux libres plus élevée. Le pourcentage

de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

. C ) Acontrole + Ablanc- Aéchantillon
Activite antiradicalaire (%)= x 100
Acontrole

Ou

A controle est I'absorbance de la réaction témoin. A blanc contient tous les réactifs a
I'exception de la solution DPPH, et A échantillon c’est I'absorbance des extraits d'A. gombo.
La quercétine a été utilisés comme controle positif. L’ICso ¢’est la concentration de
I'échantillon qui réduit 50% du DPPH.

2.4.2. Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur des (fractions /extrait) d'A. gombo est déterminé par la méthode décrite
par Yildirim et al. (2001). Une prise d'échantillon (0,5 ml) a différentes concentrations ont été
mélangées avec 1,25 ml de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1,25 ml de ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)6 a 1% a 1 % (p/v). Les mélanges obtenus ont été incubés pendant 30
min a 50°C. Aprés 15 min d'incubation a température ambiante, 1,25 ml d'acide
trichloroacétique (10 %, p/v) a été rajouté et les mélanges réactionnels ont été centrifugés
pendant 10 min a 2500 g. Une aliquote de 1,25 ml du surnageant de chaque échantillon sont
additinnés au 1,25 ml d'eau distillée et 0,25 ml d'une solution de chlorure ferrique a 0,1 %
(p/v). Apres un temps de réaction de 10 min, I'absorbance du mélange a été mesurée a 700
nm. L'absorbance la plus élevée du mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur plus

élevé. La valeur ECso (ug/mL) est la concentration efficace a la quelle I'absorbance égale 0,5.
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La valeur de I’ECsg est obtenue par interpolation de la courbe de régression linéaire. Le BHA

a été utilisé comme standard.
2.4.3. Chélation de fer

La chélation des ions ferreux des échantillons d'A. gombo est évaluée par la méthode de
Carter (1971). Brievement, 100 pL de chaque (fraction/extrait) a différentes concentrations
ont été mélanges avec 50 puL de 2 mM FeClz, 4 H20 et incubés a température ambiante
pendant 5 min. La réaction a été initiée par I'ajout de 100 pL de solution de ferrozine 5 mM et
2750 pL d'eau déminéralisée. Le mélange est agité vigoureusement et laissé reposer a
température ambiante pendant 10 min. L’absorbance ensuite est lue a 562 nm. L'inhibition de

la formation du complexe ferrozine-Fe?*est calculée comme suit :

Pouvoir chélateur% = (A control+ A blanc-A échantillon) / (A controle)

Ou:

Acontrole est I'absorbance du témoin (sans échantillon), Ablanc est I'absorbance du blanc
(sans ferrozine) et Aéchantillon est I'absorbance du mélange contenant I'extrait. La valeur

ECso (g/mL) est la concentration efficace qui chélate 50 % de Fe?**. L’EDTA a été utilisé

comme témoin positif.

2.5. L’activité phagocytaire

L'index phagocytaire a été déterminé in vivo par le test de clairance de carbone (carbone
clearance rate test) comme décrit par Biozzi et al. (1970) et Ponkshe et al. (2002). Les
animaux ont été divisés en quatre groupes, contenant chacun six souris. Le choix des deux
fractions acétate éthyle et n-butanol a été basé sur leurs teneurs en composés phénoliques,
pour évaluer I’activit¢ immunomodulatrice sur du systéme réticulo-endothélial SRE. Trois
doses ont été préparés de chaque fraction (AEAg et NBAgQ) : 50, 70 et 100 mg/kg dans du
NaCl a 0,9 %, respectivement. Le groupe témoin (Temoin) @ recu seulement 0,9 % de NaCl (0,5
ml/souris), Les trois autres groupes Gso, G7o et G 100 Ont éte, également, administrés par
injection intra-péritonéale avec des doses de: 50, 70 et 100 mg/kg poids corporel,

respectivement.
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Apres 48h, la solution d'encre de carbone a été injectée dans la veine caudale pour les quatre
groupes a une dose de 0,1 mL/10 g. Le mélange contenait 4 ml de solution saline, 4 ml de

solutions de gélatine a 3 % et 3 ml d'encre de chine.

Des echantillons de sang ont éte prélevés a 5 et 15 min a l'aide de tube capillaires en verre de
la veine rétro-orbitale et mélangés avec 4 ml de solution de Na,CO3 a 0,1% pour la lyse des
érythrocytes, directement, la lecture de l'absorbance est effectuée par spectrophotomeétre

JENWAY 7315 a 675 nm. Par la suite, les souris ont été sacrifiées immédiatement.

L'activité phagocytaire est exprimée par l'indice phagocytaire K qui mesure toutes fonctions
du systeme réticulo-endothélial en contact avec la circulation sanguine. Le taux de clairance
est exprimé comme la période de demi-vie du carbone dans le sang (t1/2, min). Les calculs

ont été effectués par les équations suivantes :

_In0D1-InDD2
tZ2—-t1

t» =0,693/K
D1 et D2 sont les densités optiques aux instants t; et t2, respectivement.

Tableau 4. Répartition des groupes des souris selon les doses injectées des fractions
préparées.

Traitement Les groupes Les doses Nombre de
souris
Controle Gtemoin 0,9% NaCL 6
Fraction NBAg G50 50mg/kg poids corporel 6
G70 70 mg/kg poids corporel 6
G100 100 mg/kg poids corporel 6
Fraction AEAgQ G50 50mg/kg poids corporel 6
G70 70 mg/kg poids corporel 6
G100 100 mg/kg poids corporel 6

2.6. Activité anticoagulante

Afin d'évaluer le pouvoir anticoagulant des composés phénoliques de I'A. gombo, les trois

fractions AEAg, NBAg, MEA( et I’extrait AQA(g ont été evalués in vitro face a des molécules
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de reférences : la catéchine, la quercétine et 1’acide ascorbique in vitro par deux tests de
coagulation généraux de la voie exogéne et la voie endogéne : Temps de Quick (TQ) ou le
taux de prothrombine (TP) et Temps de céphaline kaolin (TCK), respectivement. TQ et TCK
sont des tests de laboratoire les plus utilisés chez les patients suspectés d'avoir des pathologies
thrombotiques (Rizzo et al., 2008) ; le temps de céphaline kaolin (TCK) permet un dépistage
global des déficits en facteurs Il, V, VII et X de la voie endogéne et la voie commune de la
coagulation, le temps de Quick (TQ) permet une exploration semi globale des déficits en
facteurs de la voie exogene VII, X, V, Il et le fibrinogene (Lee et al., 2003 ; Rizzo et al.,
2008).

2.6.1. Evaluation du pouvoir anticoagulant de la voie endogene TCK

L’évaluation du pouvoir anticoagulant des échantillons vis-a-vis de la voie de la coagulation
endogéne est réalisée a l'aide du test temps de céphaline kaolin (TCK) selon la méthode
décrite par Athukorala et al. (2007). Tout d'abord, un aliquote de 90 pL de pool de plasma
normal a été additionné a 10 pL d'extrait a une concentration de 100 mg/mL, le mélange est
incubé a 37° pendant 60 Sec. Ensuite, 100 ul de réactif céphaline-kaolin ont été ajoutés au

mélange et incubés pendant 5 min a 37°C.

La coagulation est commencée par 1’ajout de 100 puL de CaCl; (0,025 M) préchauffé. La
coagulation a été exprimée en termes de temps en secondes jusqu'a la formation d’un caillot
de fibrine. Le temps de coagulation est déterminé par un coagulométre optique. Une solution
saline normale 0.9% de NaCL a été utilisée comme contrble négatif, I'néparine et certains
composes phénoliques tels que la catéchine, la quercétine et I'acide ascorbique ont été utilisés
comme contrble positif a une concentration de 20 mg/mL. L’effet anticoagulant de cette voie
est déterminé par un allongement du TCK en présence des polyphénols par rapport au

controle négatif.

2.6.2. Evaluation du pouvoir anticoagulant de la voie exogene TP

Pour évaluer le TP, les mélanges de plasma déplaqueté et décalcifié avec des échantillons de
differents solvants ont été incubés pendant 10 minutes. Ensuite, 200 microlitres de
tromboplastine calcique préchauffée ont été ajoutés au mélange et incubés a 37° pendant 10
mn. Parallélement, les contrdles négatif et positif auparavant utilisées ont été réutilisées dans
les mémes conditions pour tous les extraits, les deux tests pour tous les échantillons ont été

répéetés au moins trois fois (n= 3).
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2.7. Evaluation de P’activité cytotoxique in vitro : La fraction d’acétate d’éthyle
2.7.1. Teste de viabilité cellulaire : MTT

La succinate déshydrogénase est une enzyme réductase présente dans la membrane interne
des mitochondries des cellules viables, ayant la capacité a réduire le substrat jaune MTT ou
bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium en un produit de formazan
bleu foncé. Selon Mosmann (1983), I’intensité de la coloration violette du formazan est
proportionnelle au nombre des cellules vivantes et a leurs activités métaboliques. Le choix de
la fraction testé a été toujours sélectionné sur la base des résultats de I’analyse LC-ESI-MS

qui montre sa teneur importante en acide phénoligue et en flavonoides.

MTT

3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl tetrazolium bromid

1 +*Réaction métabolique
mitochondriale

".'-t.:.;-l-.;ltura cell ula-i ,;;‘:;; sEuccinate déshydrogénase

Cellules mortes Cellules vivantes
MTT

Figure 9. Principe chimique du teste MTT. (Mosmann 1983)

La fraction AEAg a été soumise a une évaluation de viabilité cellulaire par le test MTT selon
Mosmann (1983). Les lignées cellulaires ont été ensemencées pendant 24 heures dans des
microplaques a 96 puits dans 180 pl de milieu de croissance avec 1 x 10° cellules dans chaque
puits dans un incubateur aux conditions recommandées (37°C, 5 % de CO2). Les

microplaques ont été traitées par la fraction acétate d'éthyle a des concentrations différentes
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(3,9 a 2000 pg/mL) et incubées dans les mémes conditions citées aux dessus. Ensuite, 10 puL
de MTT ont été ajoutés a chaque puits (5 mg/mL) et I'incubation a été poursuivie pendant 4 h.
Aprés cela, 100 uLL. de DMSO ont été ajoutés a chaque puits. L'absorbance (A) a été mesurée a

570 nm par un lecteur de microplaques.

La cytotoxicité a été exprimée par la concentration d'AEAg qui inhibe 50% (ICso) de la
croissance cellulaire. Toutes les concentrations ont été testées pour 8 répétitions ; le controle

deux fois (cellules non traitées).

L'indice de sélectivité (I1S) est défini, également, comme le rapport entre la concentration
toxique d'une molécule et sa concentration bioactive (Indrayanto et al., 2021) selon la formule

suivante :

IS = cytotoxicitédelafractionEAAgdanslescellulesnormales (CC50)

- cytotoxicitédelafractionEAApdanslescellulescancéreuses (IC50)

2.7.2. Marquage d’apoptose par la méthode : Coloration des cellules vivantes/mortes
par DAPI/ Acridine orange

Pour évaluer l'apoptose, les cellules d'adénocarcinome du col de l'utérus (HelLa) et
d'adénocarcinome du sein (Mcf-7), ainsi que des cellules hépatiques de souris normales
(AmI12) ont été ensemencées dans des microplaques a 24 puits, 1 x 10° cellules / puits ont été
incubées pendant 24 heures. Ensuite, chaque lignée cellulaire a été traitée avec une
concentration ICso de la fraction AEAg pendant 24 heures d'incubation, les cellules ont été
lavées 3 fois avec une solution saline phosphaté (PBS) puis un 1 ml de milieu a été ajouté aux

cellules.

Le colorant DAPI associé a I'Acridine orange a été appliqués selon les recommandations du
fabricant. Tout d'abord, 2 gouttes de colorant orange acridine ont été ajoutées, aprés 10
minutes, deux gouttes de réactif NucBlue® Live Reagent ont été ajoutees. Au final, le total de
réactif Live/Dead a été fixé & 30 minutes, le bleu nucléaire a 20 minutes. Les cellules ont été
protégées de la lumiére puis visualisées par microscopie a fluorescence Zeis (grossissement
x40).
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1. Evaluation de P’activité toxique in vivo de la fraction acétate d’éthyle
1.1. Evaluation de la toxicité aigué

Afin de déterminer la dose létale de la fraction acétate d’éthyle d’A.gombo, 1’essai limite a été
effectué, conformément a la ligne directrice 423 de 'OCDE (OCDE, 2011). L’essai limite est
une méthode d’ajustement de dose utilisant le nombre minimum d'animaux indispensables
pour évaluer la toxicité aigué d'une substance /extrait. Cette méthode recommande I'utilisation
de trois animaux du méme sexe pour chaque étape. Trois doses limites de 300, 2000 et 5000
mg / kg ont été testé, apreés la mise des souris & jeun pendant 12h (privées de la nourriture) et
de I’eau pendant 3 a 4h, les souris ont été pesées et gavées par une seule dose de la fraction

d’acétate d’éthyle, et maintenues dans les mémes conditions pendant 14 jours.

La quantité de nourriture et d'eau consommée a été enregistrée quotidiennement et les souris
ont été pesées une fois par semaine. Les souris ont été surveillées pour des signes de toxicité
ou mortalités aux cours des 30 premiéres minutes et périodiqguement pendant 24 h, en
accordant une attention particuliere aux quatre premieres heures, puis quotidiennement

pendant 14 jours.

1.2. Effet protecteur de la fraction acétate d’éthyle sur I’hépatotoxicité induite par la

doxorubicine chez les souris
1.2.1. Choix de la dose

L’administration orale de ’AEAg pour le test de toxicité aigu€, n’a montré aucun signe de
toxicité ou mortalité jusqu'a 5 000 mg/kg du poids corporel. Pour la présente étude, soit 1/20
de la dose la plus élevée administrée (250 mg/kg p.c) a été sélectionnés (Dahamna, 2004 ;
Foudah et al., 2017 ; Kondeva-Burdina et al., 2018).

1.2.2. Procédure expérimentale
Les animaux ont été répartit en 4 groupes (lots) selon le protocole suivant :

» Groupe 1 (témoin) : Les souris de ce groupe ont recu quotidiennement par gavage
10ml/kg d’eau distillée pendant 15 jours. Le 12 éme jour, ces souris regoivent une
injection de NaCl 9¢/I par la voie intra péritonéale.

» Groupe 2 (AEAQ) : Les souris de ce groupe ont regu chaque jour par la voie orale une
dose de 250 mg/kg p.c de la fraction AEAg pendant 15 jours. Le 12 eéme jour, ces
souris regoivent une injection du de NaCl 9g/l par la voie intra péeritonéale
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» Groupe 3 (DOX) : Les souris de ce groupe ont recu chaque jour par la voie orale 10
ml/kg d’cau distillée pendant 15 jours. Le 12 eme jour, ces souris recoivent une
injection du doxorubicine 15 mg/kg par la voie intra péritonéale

» Groupe 4 (AEAg/ DOX) : Les souris de ce groupe ont regu par voie orale une dose
quotidienne de (250 mg/kg p.c) de la fraction pendant 15 jours. Le 12 eme jour, ces
souris recoivent une injection de la doxorubicine 15 mg/kg par la voie intra

péritonéale.
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Figure 10. Shema récapitulatif du protocole expérimental.
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1.2.3. Sacrifice des animaux et prélevement des échantillons (sang et organes ;
sérums et homogénats)

Apres 15 jours de traitement les souris sont mises a jeun pendant 12h, I'animal a été sacrifié
par decapitation, la veine jugulaire étant sectionnée avec une lame chirurgicale. Les
prélevements de sang ont été effectués directement suite a la décapitation et collectées dans
des tubes héparinés puis les échantillons de sang ont été centrifugés pendant I5 min a 3000
rpm et a 4 °C, le sérum est soigneusement recupére et conserver (a -20 °C) pour les analyse
biochimiques et enzymatiques (ALAT, ASAT et LDH).

Les organes (foie) de chaque souris ont été rapidement prélevés, pesés, rincer et avant de les
mettre dans le Formol 10% pour réaliser les coupes histologiques, une partie de chaque
organe a été decoupés en petit morceaux pour préparer les fractions tissulaires. Le broyage
des tissus a été réalisé, a I’aide d’'un homogénéisateur de Daounce, dans du tampon phosphate
0.1M pH 7.4 a froid 4°C aprés un rincage abondant dans le méme tampon [la fraction
cytosolique de tissus du foie 10% (P/V)]. La fraction tissulaire obtenue est mise a une
centrifugation de 2000 rpm pendant 10 mn a 4 °C, les échantillons sont stockés a -80 °C, pour

I’exploration du stress oxydant.

1.3. Dosage des parametres enzymatiques et biochimiques
Les transaminases 1’oxaloacétate de glutamate (TGO) et pyruvate de glutamate transaminase
(TGP) des enzymes présentes a l'intérieur des cellules. Ce sont des bons marqueurs des
maladies du foie et du cceur. Les lactases déshydrogénases (LDH) également est une enzyme

utile pour repérer un ensemble de maux, qui peut aller de I’anémie au cancer.
1.3.1. Dosage de l'activité alanine aminotransférase (ALAT)

Le Glutamo pyruvate transférase (GPT) nommé aussi alanine aminotransférase
(ALAT), catalyse le transfert réversible d'un groupe amine de l'alanine au o-cétoglutarate

formant le glutamate et le pyruvate (Kit SPINREACT). Le schéma de la réaction est le

suivant :
. GPT
2 Oxaloglutarate + L-Alanine — 5 Glutamate +  Pyruvate
Pyruvate + NADH + H* L Lactate + NAD*

GPT : Transaminase glutamique pyruvique ; LDH : Lactate déshydrogénase.
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« Préincuber 1 ml de réactif de dosage a 37 °C (constituée d’'un mélange de réactif R1 et

réactif R2 (v/v)) (voir annexe) ;
« Ajouter 100 ul de sérumau mélange réactionnel ;
« Mélanger et incuber pendant 1, 2 et 3 min a 37 °C ;
« Mesurer la densité optique aprés 1, 2 et 3 min d’incubation a 340 nm ;

L’activité ALAT est déterminée selon la formule suivante :

ALAT (mg/dl) = A(DOgchantition/min)

Le dosage a été effectuée a 1’aide de kit de commerce (SPINREACT), sur un automate
multiparamétrique (Diatron PICTUS200) au niveau de laboratoire de Biochimie,

Etablissement Public Hakim Saadane Biskra, Algérie.
1.3.2. Dosage de ’activité aspartate aminotransférase (ASAT)

Le glutamate oxaloacétate (GOT) appelé aussi aspartate aminotransférase (ASAT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de I'Aspartate au a-cétoglutarate
formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate produite est réduite au malate par la
malate déshydrogénase (MDH) et le NADH (Kit Biomaghreb Réf 20042). Le schéma

réactionnel de ’activité est le suivant :

GOT
2 Ooxaloglutarate + L-Aspartate — Glutamate + Oxaloacetate

Oxalocetate + NADH + H* " | Malate + NAD*

GOT : Transaminase flutanique oxaloacétique ; MDH : Malate déshydrogénase.

« Mélanger et préincuber a 37 °C, 1 ml de la solution de dosage (formée par un mélange de
deux reactifs R1 et R2 (v/v)) (voir annexe) ;

« Ajouter a la solution de dosage un volume de 100 pl de sérum ;
« Mélanger et incuber pendant 1, 2 et 3 mina 37 °C ;
« Lire la densité optique aprés 1, 2 et 3 min d’incubation a 340 nm ;

L’activité ASAT est calculée selon la formule suivante :
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ASAT (mg/dl) = A(DOEchantillon)/min)

Avec :

Echantillon : sérum
Le coefficient de conversion : mg/dl x 1750= U/I.
1.3.3. Dosage de lactate déshydrogénase (LDH)

La lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par leNADH, selon la
réaction suivante :

Pyruvate + NADH+H+ — | pH  *L-Lactate + NAD+

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H+, mesuré par photométrie, est
proportionnel a I’activité catalytique du lactate déshydrogénase :

e Préparation du réactif du travail : dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1
et mélangerlégerement. Ce réactif est stable pendant 2 jours a 2-8°C ou 12 heures a
15-25°C.

e Réactif 1 : Imidazole (65 mM/L) ; Tampon : Pyruvate (0,6 mM/L) ;

e Reéactif 2 : Substrat NADH (0,18 mM/L).

e Dans une température de 37° mélanger et incuber pendant 1 minute. Lire 1’absorbance
initiale (A) de I’échantillon a 340 nm. Lancer le chronometre et lire les absorbances
pendant 3 minutes a une minute d’intervalle.

e L’activité catalytique du lactate déshydrogénaseest calculée par la formule suivante :
Activité de LDH (U/L) = AA/min x 9690

2. Effet antioxydant in vivo de la fraction d’acétate d’éthyle d’4. gombo

2.1. Dosage des protéines tissulaire

Le dosage des protéines a eté déterminé par la méthode de Bradford (1976) comme suit : 0,8
ml de I’échantillon préalablement dilué est mélangé avec 0,2 ml du reactif de Bradford ; le
mélange est incubé pendant 10 min a température ambiante et a 1’obscurité puis la densité
optique est mesurée a 595 nm. La méthode permet de déterminer des concentrations de

protéines allant de 1 a 20 pg/ml, en utilisant la BSA (sérum albumine bovine) comme étalon.

Do =d

P (Hg/m I)=D,D61 2

Avec : d : Facteur de dilution.
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y=2,196x- 0,386
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Figure 11. Gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1ug/ml) pour le dosage des protéines.

2.2. Dosagedes substances réactives de I’acide thiobarbiturique (TBARS)

Le malondialdéhyde (MDA) est I'un des produits finaux formés apres la peroxydation des
acides gras polyinsaturés par les EROs, et qui alterent la structure cellulaire. La quantification
de cet aldéhyde révéle le niveau de stress cause par la peroxydation lipidique, et le
malondialdéhyde est considéré comme le marqueur le plus couramment utilisé pour évaluer le

stress oxydant.

Le test de peroxydation lipidique a été réalise comme décrit par d'Ohkawa et al. (1979),
brievement modifié, 125 pl d’homogénat hépatique et 125 plde tampon TBS (solution saline)
tube blanc puis additionner 50 ul de tampon TBS pH 7,4 et 125 pl de TCA-BHT (voir
annexe), pour dé-protéiniser le cytosol. Les mélanges obtenus ont été vortexé puis centrifuger
a 1000 tours /min pendant 10 min. Prélever de chaque tube 200 ul du surnageant puis ajouter
40 ul de HCI (0,6 M) et 160 ul du Tris-TBA (voir annexe), les mélanges ont été incubé a 100
°C pendant 10 min, la densité optique du complexe formé (TBA-MDA) a été mesuré a 530
nm. Cette densité optique est proportionnelle a la concentration de MDA et donc de lipides
peroxydés. Le calcul des TBARS se fait selon la formule suivante :
DO x 106

MDA (nmoles MDA/mg protéines) =
ExLxXxFg

DO: densité optique lue a 530 nm; E: coefficient d’extinction molaire du MDA (E = 1,56 10°
M ecm Y); L: longueur du trajet optique (L = 0,779 cm); X: concentration du cytosol en

protéines (mg/ml);
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Fq : facteur de dilution, Fq = (Vs1 X Vs) / (Vi x VE) avec : Vs1 : volume de prise de
I’échantillon (125 pl); VS: volume prélevé du surnageant (200 pl); Vf : volume final a
I’incubation a 80 °C (400 pl); VE : volume final intermédiaire a la centrifugation (300 ul) ; Fd
=0,2083.

2.3. Dosage du glutathion réduit (GSH)
La regénération de plusieurs antioxydants tels que la vitamine E et la vitamine C provient de
la formation du glutathion (Kern et al., 2011). De coté chimique, le glutathion se compose de

trois acides aminés (tripiptide) : la glycine, la cystéine et 1’acide glutamique.

Le dosage du gluthation réduit, a été évalué par la méthode decrite par Ellman, (1959). Le
principe de cette réaction est de fractionner la molécule d’acide 5,5 dithiodis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, donnant un acide thio-nitrobenzoique (TNB) qui absorbe
a412 nm.

Apres la préparation de 0.2 ml d’acide sulfosalicylique (0.25%) 0.8 ml de I’homogénat
hépatique est ajouté et laisser dans un bain de glace pendant 15 min ; le mélange a été soumit
a une centrifugation pendant 15 min (1000 tours/min). Ensuite, 0.5 ml du surnageant est
prélevé et ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA (contenant 0,02M d’EDTA, pH 9.6), puis 0.025
ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M a été additionné. Le mélange
réactionnel est laissé a une température ambiante pendant 5 min. La lecture des densités

optiques a 412 nm contre un blanc réactif.

La concentration du glutathion est calculée selon la formule suivante :

DOX1X1525
712100X 08X 0.5X mg PROT

GSH

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8mL homogénat + 0.2 mL
de I’acide salicylique) ; DO : Densité optique ; 1.525 : Volume total des solutions utilisées
dans le dosage du GSH au niveau du surnageant (0.5 mL surnageant +1 mL Tris + 0.025 mL
DTNB) ; 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —-SH a 412 nm.

0.5 : Volume du surnageant ; 0.8 : Volume de I’homogénat.
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2.4. Dosage de P’activité des antioxydants enzymatiques

2.4.1. Dosage de I’activité glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme formeée de quatre sous-unités contenante chacune un
atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. La capacité de cette
enzyme est de se combiner avec les composés électrophiles et de se transformer en

hydroperoxydes lipidique ou organique selon la formule suivante :

H202+ 2 GSH » GSSG+ 2H:0

Selon la méthode de Flohé et Glinzler (1984), I’activité enzymatique du glutathion peroxydase
(GPx) a été mesurée. Brievement, 200 pl de chaque homogénat hépatique a été additionnée
avec 400 ul de glutathion (0,1 mM) et 200 pl de KNaHPO4 (67 mM) (Dans le tube blanc, on
remplace I’extrait par KNaHPO4 (67 mM)), le mélange a été incubé pendant 5 min a 25 °C
puis rajouter 200 pl de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction puis le laisser 10 mn sous

agitation, et pour stopper la réaction 1000 pl de TCA 1% a été ajouter.

Les tubes réactionnels ont été centrifugée 10 min a 3000 rpm, 480 pldu surnageant de chaque
tube a été récupéré et ajouté a 2200 pl de NazHPO4 (0,32 M) et 320 pl de DTNB (1 mM). La
lecture de la DO a 412 nm dans les 5 min qui suivent I’ajout du DTNB.

L’activité GPx est calculée selon la suivante :

(Doéchantillon —DOblanc) < 0.04x5
DOblanc<Xx10

0,04 : quantité initiale de glutathion par tube ; 5 : Facteur de conversion de I’activité par 1 ml ;

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

X : concentration de protéines en mg/ml ; 10 : temps de la réaction en min.

2.4.2. Dosage de I’activité catalase (CAT)

Les catalases sont des enzymes tétramériques, qui peuvent transformer le peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire (Aebi, 1984). La réaction catalysée par la catalase

est une dismutation du peroxyde d’hydrogene.

catalase
2 H,O2 » 2H0+ 0O

L’activité catalasique est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre JENWAY 6105)
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogene

(2H203) en faisant réagir 780 pl de tampon phosphate (100 mM, pH 7,5) avec 200 pl de H20>
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(500 mM) et 20 ul d’homogeénat hépatique. L’activité catalase est calculée selon la réaction

suivante :
ADO x d

(Ex L x X x0,02)

Catalase (umol H202/min/mg proteine) =

ADO : variation de la densité optique par minute ; d : dilution de 1’échantillon au début ; € :
coefficient d’extinction de H20, (€ = 0,043 mM™*cm™) ; L : largeur de la cuve (L =1 cm) ; X
. concentration de protéines en mg/ml ; 0,02 : facteur de conversion de I’activité de 20 ul a
1000.

3. Technique histologique

Les coupes histologiques réalisées au service d'anatomie pathologique de I'EHS maternité

gynécologie et pédiatrie de Biskra ont été effectuées selon la technique de Houlot (1984).
3.1. Fixation des echantillons

Les organes (fragment de foie) des quatre lots sont fixés immédiatement apres le prélévement,
dans une solution de formol dilué a 10%, afin d'immobiliser les structures cellulaires tout en

préservant leurs morphologies et en entrainant leur insolubiliteé.
3.1.1. Déshydratation

Une fois le macrotome réalisé, les fragments d'organes sont placés dans des cassettes
spéciales a paroi perforée et laissés pendant 24 heures dans du formol tamponné. Les
échantillons sont ensuite retirés du formol et rincés a l'eau distillée. La déshydratation est
réalisée a I'aide d'un automate (Leica TP 1020) qui immerge les cassettes d'échantillons dans
des bains successifs d'éthanol de concentration croissante (70 %, 95 % et 100 %), puis dans
des bains de xyléne pour I'éclaircissement des tissus, et enfin dans des bains de paraffine
liquide qui pénetrent progressivement dans les tissus en remplagant le solvant. Cette étape a
pour but de préparer et de déshydrater les fragments, et de les imprégner du milieu

d'inclusion : La paraffine.
3.1.2. Inclusion

Une fois les échantillons saturés de parrafine liquide, ils sont incorporés dans de petits moules
a fond plat pour former des blocs faciles a découper, a l'aide du dispositif d'incorporation de
parrafine "Leica EG 1150 C", qui contient un réservoir de parrafine maintenu a I'état liquide

par un systeme de chauffage, et une plaque métallique réfrigérée pour solidifier rapidement le
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bloc de parrafine qui renferme le tissu. Ce dernier peut se conserver pendant des années sans

dommage.
3.2. Préparation des coupes

De fines tranches, d'environ 4 a 5um d'épaisseur, ont été coupées au microtome puis étalées
dans un bain de gélatine et d'eau, afin de faciliter la fixation du produit sur des lames porte
objet. Les lames ont ensuite été séchées dans une étuve a 100°C, puis placées directement

dans du xyléne pour le déparaffinage et I'éclaircissement.
3.3. Coloration

Avant la coloration, un déparaffinage est indiqué pour 1’élimination des débris de paraffine ;
pour la coloration, on a utilisé la technique a I’Hématoxyline-Eosine, qui nécessite la présence
de I’alcool acide (100 mL d’alcool éthylique a 70 % + 50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale
(100 mL d’eau distillée + 2 mL ammoniaque) et solution d’Eosine (100 mL eosine solution
aqueuse a 3 %, 125 mL alcool éthylique a 95 %, 375 MI d’eau distillée et 2 gouttes d’acide

acétique). La coloration se fait selon les étapes suivantes :

v' Déparaffiner et hydrater les lames a 1’eau du robinet puis rincer a I’eau distillée.

v Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu
Violacée les structures basophiles (noyaux).

v" Différencier les coupes dans 1’alcool acide (1 a 2 plongées) ; déposer ensuite les lames
dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.

v" Bleuir dans un bain d’eau ammoniacale.

v Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages a
I’eau du robinet.

v" Les échantillons ont finalement été séchés puis observées au microscope optique et

photographiées a I’aide d’un appareil photo.
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2.8. L’analyse statistique

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne £SD (Erreur
standard) et moyenne + SEM (Erreur standard sur la moyenne), respectivement. La différence
entre le contrdle et les différents tests est déterminée par le test ANOVA a un facteur suivi du
test de Tukey pour les comparaisons multiples des moyennes et la détermination des taux de
signification. Le seuil P*< 0,05 est considérer statistiquement significatives. Nous avons

utiliséle logiciel XI stat.
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Résultats et Discussion

1.1. Rendements et dosage colorimétriques des extraits d’A. gombo
1.1.1. Rendements d’extraction et fractionnement de la partie aérienne de I’A. gombo

La poudre fine de la partie aérienne a été soumise a deux méthodes d’extraction différentes.
Selon Ferreira et al. (2013), la premiére technique est une extraction a reflux (solide-liquide),
qui fournit un extrait brut aqueux aprés agitation a reflux, filtration et concentration par
rotavapeur. La deuxieme méthode d'extraction est une combinaison de trois macérations
(extraction solide-liquide) d'un solvant hydrométhanolique (80/20) (pendant une période de
72 heures), suivie d'une série de fractionnement avec des solvants de polarité croissante
(extraction liquide-liquide). Cette méthode a permis d'obtenir trois fractions (Markham,
1982). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5. Rendement de I’Extrait aqueux AQAg et de différentes fractions de /’Astragalus
gombo.

MEAg :fraction méthanolique ; NBAg : fraction n-butanol ; AEAg : fraction acétate d’éthyle.

Extrait AQAg MEAg AEAg NBAg

Rendement % 18,24 15,52 454 8,13

Les résultats présentés dans le tableau 5 montrent une grande variation entre les
différentes fractions organiques et 1’extrait aqueux, ce dernier a enregistré le taux le plus élevé
suivi par la fraction méthanolique. Cependant, Benferdia et al.(2021) rapportent des taux tres
faible pour les fractionsde méthanol, I’acétate d’éthyle et le n-butanol (4,88 ; 0,150% et
1,294% respectivement) de la partie aérienne de la méme espéce A. gombo de la région de

(Ouargla, Algerie), compareés a ceux de notre étude.

Cette variation est due essentiellement aux techniques utilisées pour I’extraction, qui sont
complétement différente, la nature et la composition chimique des composés obtenus et les
conditions dans lesquelles I’extraction a €té réalisée ; pareillement aux facteurs genétiques et

environnementaux (Garza, 2015 ; Gulcin, 2020).
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1.1.2. Dosage de polyphénol totaux, flavonoides et tanins condenseés

Le présent chapitre porte sur la caractérisation et valorisation des métabolites secondaires
présents dans la partie aérienne (tige, feuille, gousse et graine) de [’Astragalus gombo, un
dosage colorimétrique des polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés a été effectué.
Hudz et ces collaborateurs (2019) ont rapporté que le dosage de Folin ciocalteu décrit dans la
pharmacopée européenne est 1’un des normes de qualité pour les remeédes phytothérapiques
traditionnels (Erdogan et al., 2014).

Les résultats illustrés dans le tableau 6 présentent les teneurs en polyphénols totaux qui ont été
déterminés par le dosage de Folin Ciocalteu. Les teneurs varient de 22,52 a 98,74 mg GAE/g
PS, la fraction méthanolique a marqué la teneur la plus élevé suivi par I’extrait aqueux. Ces
résultats concordent avec ceux de Niknam et Ebrahimzadeh (2002), dans lesquels la teneur en
polyphénols totaux des racines de 20 especes d’Astragale est plus élevée dans I’extrait
(methanol/eau, 80/20) que I’extrait aqueux. Toutefois, Lekmine et ces collégues (2021) ont
rapporté une teneur importante pour 1’extrait butanolique de la plante entiére d’une espéce de
la méme famille, A. gombiformis Pomel, originaire de la région d’Oued Souf en Algérie. En
outre, Fidrianny et son équipe, en 2015, ont démontré que la teneur en composés phénoliques
dans un extrait éthanolique d'une plante de la famille des Fabacées, Phaseolu sradiatus, était

nettement supérieure a celle de I'acétate d'éthyle.

En général, nous avons constaté que les concentrations les plus élevées en composés
phénoliques sont détectées lors de l'utilisation d'un mélange de solvant organique et d'eau
(solvant hydro-alcoolique) plutot qu'un solvant organique pur, comme l'ont noté Grujic et ses
collégues en 2012. Par ailleurs, Djeridane et son équipe (2010) ont constaté que le choix du
solvant d'extraction peut importer des composés non phénoliques tels que les sucres et
I’ensemble brut interférer pendant la valorisation des polyphenols ou plusieurs molécules
réagissent avec le Folin-Ciocalteu. Par conséquent, ces variations peuvent étre attribuées aux
polarités des métabolites présents dans les matiéres brutes, principalement a I'effet du solvant

(polarité) sur I'extraction, le coefficient de partage...etc. (Cuellar et al., 2018).

De méme, les conditions biotiques et/ou abiotiques induisant a un stress oxydant menent les

plantes a accélérer la biosynthése des métabolites secondaire (Garza, 2015, Gulcin, 2020).
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Tableau 6. Rendements, teneurs des polyphénols (équivalent mg GAE/ g PS), teneurs
flavonoide et tanins condenses (équivalent mg QE/ g PS and mg CE/ g PS) respectivement de
la partie aérienne de I’A. gombo

Extrait/ TPT TFT TTT

Fraction (mg GAE/Q) (mg QE/g) (mg CE/ g)
Poid sec Poid sec Poid sec

AQAg  84,48+1,58° 10,20+ 0,332 20,712,612

MEAg  98,74+1,75¢ 47,84+1,22° 25,82+ 1,392

AEAg  43,50+1,42° 68,79+ 1,09¢ N D

NBAg  22,52+0,73% 34,46+ 1,02° N D

ND : non déterminé. MEAg : fraction méthanolique. AEA( : fraction d’acétate d'éthyle. NBAg : fraction n-
butanol. AQAg : extrait aqueux.

Les valeurs sont de moyennes n=3 ; chaque paramétre suivi de la méme lettre, dans la méme colonne, ne sont
pas significativement différentes a P < 0,05.

Les résultats présentés sur le tableau 6 montrent que la teneur en flavonoides la plus élevé a
été enregistré pour la fraction d’acétate d’éthyle suivi par le méthanol, le n-butanol et en fin
I’extrait aqueux ; I’analyse de la variance a révélé des différences significatives dans la teneur
en flavonoides entre les quatre échantillons. De méme, Fidrianny et ces collaboraturs (2015)
ont constaté que la teneur en flavonoides de I’extrait d’acétate d’éthyle est plus élevée que

celle de I’extrait aqueux pour les feuilles de P. radiatus (Fabacée).

Les résultats de la présente étude sont beaucoup plus significatifs si on les compare a ceux
obtenus a partir de la partie aérienne de la méme espéce A. gombo (Ouargla, Algérie) rapporte
par Benferdia et al. (2021), notamment des teneurs trés proches de nos resultats ont éeté
enregistrées de la fraction n-butanol chez une espéce de la méme famille A. gombiformis
Pomel de la région d’Oued Souf-Algérie (Lekmine et al., 2021). De plus, I’extrait
méthanolique a montré la méme tendance avec la teneur en flavonoides du méme extrait pour

quatre especes d'Astragale palestinienne (Jaradat et al., 2017).

En effet, plusieurs travaux antérieurs ont prouveé la présence des flavonoides dans la partie
aérienne des Astragales algériennes (Benchadi et al., 2013 ; Khalfallah et al., 2014 ; Maamria
etal., 2015 ; Labed et al., 2016 ; Benferdia et al., 2021 ; Lekmine et al., 2021).
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Les résultats obtenus ont montré que les deux extraits méthanolique et agueux contenaient des
tanins, la teneur du MEAg et plus élevé que celle de AQAg, bien gu'aucune différence
statistiquement significative n'ait été constatée. Les teneurs en tanins dans les deux fractions
AEAQ et NBAg n’ont pas été déterminées. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés
par Jaradat et al. (2017) et Benferdia et al. (2021), qui ont montré que 1’extrait méthanolique
d'A. boeticus et I’extrait aqueux d’A.gombo avaient la méme tendance que nos resultats,

respectivement.

La présence, I'abondance et la variabilité des métabolites secondaires tels que les polyphénols,
les flavonoides dans le matériel végeétal sont attribuées a un certain nombre de facteurs
génétiques et environnementaux, tels que les températures élevées et I'ensoleillement, la
sécheresse et la salinité (Djeridane et al., 2010; Garza, 2015 ; Gulcin, 2020) ainsi qu'aux
processus d'extraction, aux temps de macération prolongeés, aux conditions de stockage et a la

présence de composeés interférents (Gulcin, 2020).
1.2.  Identification des composés phénoliques d’A. gombo par analyse LC-ESI-MS.

Les résultats d’analyses quantitatives des principaux composes phénoliques identifiés dans les
différents extraits de la partie aérienne d’Astragalus gombo sont résumés dans les tableaux 7
et 8. Les molécules que nous avons identifiées sont dotées d’activités et de propriétés

biologiques significatives.

Afin de confirmer le criblage phytochimique et la teneur en molécules biactives de la plante
d’intérét, des analyses par chromatographie liquide-€électrospray-ionisation-spectrométrie de
masse en tandem (LC-ESI-MS) ont été réalisées et validées par rapport a 35 standards de
référence (composés phénoliques et flavonoides). Par conséquent, 25 composés ont été
identifiés a travers les trois extraits MEAg, AEAg et NBAg (13 acides phénoliques, 12

flavonoides).

Les principaux composés ont été détectés dans la fraction d'acétate d'éthyle a des
concentrations elevées par rapport aux deux autres fractions ; l'acide p-coumarique a été
enregistré comme prédominant, suivi par l'acide tans-ferulique et l'acide quinique avec des

concentrations de 1315, 641 et 370 ug/g d'extrait, respectivement.
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De méme, une étude récente a montré la présence de ces acides phénoliques (8,99, ND, 6,16
Mg/g d’extrait, respectivement) identifiés dans 1’extrait butanolique d’A. gombiformis par
LC-ESI-MS (Lekmine et al., 2021). Plusieurs études ont décrit les importantes propriétés
thérapeutiques attribuées a l'acide p-coumarique, telles que les propriétés antioxydantes et

anti-génotoxiques et le potentiel cosmétique (Ekiert et al., 2014).

En outre, deux acides phénoliques ont été identifiés et quantifiés dans la fraction acétate
d’éthyle I’acide 3, 4-di-o-caffeoquinique et 4, 5-di-o-caffeoquinique avec des valeurs élevées,
les travaux antérieurs de Li et al. (2018) ont confirmé que cing dérivés de I’acide di-O-
caféoyquinique possédent un potentiel puissant d’antioxydant et cytoprotecteur sur les
cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse endommagées par OH
(bmMSC).

En particulier, plusieurs acides phénoliques ont été détectés dans la fraction acétate d’éthyle
alors qu’ils étaient totalement absents dans les deux autres fractions, tels que I’acide proto-
catéchique, I’acide trans cinnamique, 1’acide gallique et I’acide salviniolique (79,96 ; 65,04 ;
18,76 ; 15,40ug/g d’extrait, respectivement).

De maniere générale, les acides hydroxy benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques
étaient les polyphénols les plus abondants dans la fraction d’acétate d’éthyle et présentaient
des concentrations plus élevées que les autres extraits. A I’exception de I’acide caféique et de
I’acide chlorogénique, tous les acides phénoliques énumérés ci-dessus n’ont pas été détectés
auparavant dans la partie aérienne du genre Astraglus (Benchadi et al., 2013 ; Li et al., 2014 ;
Maamria et al., 2015 ; Lekmine et al., 2021).

Un certain nombre d’études antérieurs ont démontré que les acides phénoliques ont des
propriétés biologiques appréciables telles que des propriétés immunostimulantes,
hépatoprotectrice, anticancérigéne, anti-inflammatoire, antimicrobiennes et antioxydantes
(Silva et Batista, 2017 ; Awad et al., 2017 ; Alagawany et al., 2017 ; Diallo, 2019 ; Lekmine
etal., 2021).
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Tableau 7. Identification des acides phénoliques dans les fractions méthanolique, 1’acétate
d’éthyle et de n-butanol d’A. gombo par analyse LC-ESI-MS.

Acide phénolique Quantification (ug /g extrait)

m/z MEAg AEAgQ NBAg

Ret CC (ug/g Ret CC (ug/g Ret CC (ug/g

time extrait time extrait time extrait
Acide quinique 191.00 | 2.05 314,566 2.05 370,455 2.05 226,820
Acide gallique 169.00 | ----- N.D 3.97 18,766 | ----- N.D
Acide protocatchuique | 153.00 | ----- N.D 6.84 79,960 | ---- N.D
Acide 4-O-
caféoylquinique 353.00 | 11.45 5,489 11.51 2,539 11.55 6,245
Acide caféique 179.00 | ----- N.D 14.30 19,365 14.35 1,206
Acide syringique 197.00 | 15.82 0,472 15.90 30,904 15.96 7,872

Acide p-coumarique 163.00 | 20.75 61,248 20.79 1315,182 20.90 57,564

Acide trans-frulique 193.00 | 22.89 29,718 2291 641,787 2291 7,633

Acide O-coumarique 163.00 | 26.13 2,144 26.07 5,453 26.07 2,567
Acide 3,4-di-O-
o 717.00 | ----- N.D 28.18 17,700 | ---- 3,708
caféoyquinique
Acide 4,5-di-O-
515.00 | 24.96 7.24 24.96 262,332 24.84 27,710

caféoyquinique

Acide salviolinique 515.00 | 26.83 30.42 27.14 15,406 27.03 N.D
Acide trans

. ] 147.00 | ----- N.D 31.88 65,049 | --—--- N.D
cinnamique

N.D : Non déterminé
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Les donnees de LC-ESI-MS ont également révélé que les flavonoides détectés et leurs dérives
ont été attribués a la polarité du solvant d’extraction. Le profil chromatographique d’A.gombo
a montré la richesse des trois fractions en flavonoides dont la fraction d’acétate d’éthyle est

dominante par dix flavonoides.

Les composés majoritaires de la fraction AEAg sont (Cirsiliol, quercetine-3-O-galactoside,
lutéoline avec 1115,5, 491,56 et 151,68 ug/g extrait, respectivement) suivi par (la quercetine,
I’apégenine-7—0O-glucoside et silymarine avec 75,40, 19,96 et 9,13 ug/g extrait,
respectivement) et avec faible quantité des composés suivants : la catechine, 1’apigenine, le

kaempférol et la naringénine.

La fraction MEAg a révélé cing flavonoides dont le cirsiliol représente le composé principal
avec 140 pg/gextrait. Sept composés flavonoidiques ont été détectés dans la fraction NBAg,
dont exclusivement la quercetine-3-rhamonosid (17,90ug/g extrait). D’aprés ces données, les
molécules que nous avons identifiées sont connues pour leurs activités antioxydantes et leur
potentiel a piéger les radicaux voire a bloquer la génération de nouveaux radicaux, a savoir
leurs actions comme des donneurs d’électrons ou d’hydrogéne (Pereira et al., 2009 ; Skotti et
al., 2014).

Nos résultats sont en accord avec plusieurs travaux antérieurs qui ont avéré la richesse de la
partie aérienne en composées phénoliques chez les Astragales algériennes (Benchadi et al.,
2013, Khalfallah et al., 2014, Maamria et al., 2015 ; Lekmine et al ; 2021; Benferdia et
al.,2021). Les travaux menés par Forgo et al. (2012) ; Awad et al. (2017) Prasad et al. (2019)
ont rapporté que le cirsiliol présentait une activité cytotoxique contre les cellules Hela, MCF-

7, A431 et les cellules de mélanome métastatique B16F10, respectivement.

Au cours des derniéres décennies, les substances naturelles biologiquement actives telles que
les composés phénoliques ont suscité un grand intérét en raison de leur biodisponibilité, de
leurs composés plus sdrs et de leur sélectivité éminente pour éliminer plus efficacement les

cellules cancéreuses (Oueslati, 2013).
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Tableau 8. Identification des flavonoides dans les fractions méthanolique, 1’acétate d’éthyle
et de n-butanol d’A. gombo par analyse LC-ESI-MS.

Flavonols Quantification
(Mg /g extrait)
m/z MEAg AEAg NBAg
Ret CC (ug/g Ret CC (ud/g Ret CC (ug/g
time extrait time extrait time extrait
Catéchine (+) 289 | -—--- N.D 10.30 | 1,675 | ---- N.D
Hyperoside (quercétine- | 463.00 | 24.22 | 61,554 24.30 | 491,566 24.30 15,530
3-O-galactoside)
Quercetrine (quercétine- | ND | ----- N.D N.D N.D 26.33 17,903
3-O-rhamonoside)
Apegenin-7-O-glucoside | 431.00 | 26.33 | 29,599 26.33 | 19,974 26.33 22,332
Quercétine 301.00 | ----- N.D 3175 | 75,406 | ---- N.D
Kamphérol 285 | --—--- N.D 3176 |3550 | ----- N.D
Naringénine 271.00 | 33.74 | 0,252 33.75 | 4,999 33.74 | 0,245
Silymarine 481 | ----- N.D 33.34 | 9,131 33.67 | 11,156
Apegénine 269.00 | ----- N.D 3420 | 2,604 | ----- N.D
Lutéoline 285.00 | 34.78 | 23,072 34.77 | 151,684 34.82 | 35,182
Cirsiliol 329.00 | 35.49 | 140,280 35.50 | 1155,504 35.48 | 28,964
Acétine ND | ----- N.D N.D N.D 40.06 | 0,205

N.D : Non déterminé
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Résultats et discussion

2.1. Evaluation de P’activité antioxydante

Par definition et de point de vue chimique, les antioxydants sont des especes chimiques ou un
composé plus au moins complexe qui réagissent avec un oxydant pour le neutraliser.
L’importance des antioxydants peut se résumer a la prévention de la synthese des radicaux
libres et la désactivation des EROs, leur classement est dépendant de leurs mécanismes
d’actions, tels que piégeage des radicaux libres, chélation desmétaux, 1’inhibition des
enzymes en particulier des oxydaseset activation des enzymes antioxydantes (Pernin, 2018).

Tableau 9. Propriétes antioxydantes des extraits /fractions de la partie aérienne d’A. gombo.

Test du radical DPPH. Exprimée en Clsg (ug/mL), pouvoir réducteur de fer exprimée en

CEoso (Hg/mL) et capacité chélatrice des ions ferreux exprimée en CEsg (ug/mL)

Extrait/frations Test DPPH Test FRAP Test CCIF
Clso (ug/mL) CE 050 (Mg/mL) CEso (Mg/mL)
AQAg 91,29 £+ 0,88° 174,30+ 6,97¢ 321,16+1,59¢
MEAg 104,53+ 2,09¢ 109,36+ 2,73° 510,01+0,37¢
NBAg 30,55+ 1,35° 127,51+ 2,56° 114,56+2,77°¢
AEAg 18,18+ 0,29° 90,44+ 3.807 83,005+0,009"
BHA 100,56+ 5,713 ceeeeeee-
EDTA e e 51,57+0,00?
Quercétine 6,81£0,07% e e
Acide ascorbique 1129+ 0.11®% e e

MEAg : fraction méthanolique. AEAg : fraction d’acétate d’éthyle. NBAg : fraction n-butanol. AQAg : extrait
aqueux. Les valeurs sont de moyennes n=3 ; chaque parametre suivi de la méme lettre, dans la méme colonne, ne
sont pas significativement différentes a P < 0,05.

2.1.1 Capacité de piegeage du radical libre DPPH

L’évaluation des propriétés antioxydantes d'Astragalus gombo des extraits (acétate d'éthyle,
n-butanol, méthanol et aqueux) n’avait pas été étudié auparavant. Les effets de piégeage des
différentes fractions sur le radical DPPH ont été influencés de maniere significative par la

nature du solvant (tableau 9).

Les ICso s’étendent plus de 5 fois sur la plage de valeurs. Les deux fractions AEAg et NBAg

ont été montré ’activité la plus élevé par apport la fraction méethanolique et 1’extrait aqueux
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AQAg et MEAgavec 18, 30, 91 et 104 pg/mL, respectivement. De méme, les deux fractions
AEAg et NBAg se sont avérées plus puissantes que les mémes fractions d'acétate d'éthyle et
de n-butanol des gousses d’A.armatus Algerien (Labed et al., 2016).

En effet, la fraction AEAQ a révélé un puissant pouvoir antioxydant proche d’ICso du standard
de référence 1’acide ascorbique avec 18 et 11 pg/mL, respectivement (Li et al., 2009). Cette
fraction a révélé un puissant effet scavenger qu’est probablement due a sa richesse en acides

phénoliques et surtout en flavonoides et a leur effet synergique.

A cet égard, Fitriansyah et ses collaborateurs (2017) ont confirmé qu'une forte capacité
antioxydante prouvé par la méthode DPPH et FRAP était liée a la quantité élevée de
composés phénoliques et de flavonoides totaux. Ainsi, nos résultats (tableau 8) confirment
une forte corrélation positive et significative entre les teneurs en TPT, TFT, TTT et I’Clso de

la méthode de piégeage du radical DPPH r?= 0,91, 0,97 et 0,83, respectivement.

Une étude récente menée par Benferdia et ses collaborateurs (2021), ont marqué une
corrélation modérée entre le TPC et I’effet scavenger du DPPH (r? = 0,78) chez A. gombo de
la région de Ouargla.

La présente étude a montré la richesse de la plante en acides phénolique tels que le P-
coumarique et 1’acide quinique, et surtout les flavonoides ont enregistré une meilleure
corrélation hautement significative (r> =0,97**). Ces résultats sont en bon accord avec ceux
trouvés par Li et al. (2018) et Diallo et al. (2019) qui ont montré que les acides phénoliques
sont considérés comme les meilleurs donneurs d’hydrogene compétents en raison de leurs

groupes carboxyliques qui s’ionise facilement.
2.1.2 Pouvoir réducteur du fer

Selon Huang et ces collaborateurs (2005), ce pouvoir réducteur est basé sur la réaction
(oxydo-réduction) qui a lieu entre les antioxydants des extraits de plante (donneurs
d’électrons) et les ions Fe** (accepteur d’électron) en acceptant un électron cédé par les
antioxydants.

Extrait (antioxydants) + Fe¥* ———=—>> Extrait (antioxydants) + Fe*

Le pouvoir réducteur des quatre extraits a été testé selon la méthode de Yildirim et al. (2001),
ont considéreé dans I’ordre suivant AEAg> BHA > MEAg > NBAg > AQAg (tableau 9).

Ces résultats ont indiqué que le pouvoir réducteur est proportionnel a la concentration des

composes dans I’extrait, tandis que 1’efficacité de réduction est inversement proportionnelle a
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la valeur d’CEso. La fraction acétate d’éthyle a montré un pouvoir réducteur plus puissant que
celui du témoin positif BHA en présentant un CEso de 90,44 et 100,56 pg/mL, respectivement.
Cependant, aucune différence significative n’a été observée entre le BHA (100,56 pg/mL) et
le MEAg (109,36 pg/mL) a (p < 0,05).

Nos résultats mettent en évidence I’importante capacité des deux extraits AEAg et MEAg a
réagir avec les radicaux libres et les transformer a un complexe plus stable qui forme un
potentiel mécanisme antioxydant. D’une maniére générale, I’analyse de corrélation de
Pearson a révélé une corrélation hautement significative et négative entre les teneurs de TPC,
TFC, TCT et I’ECso de FRAP (2 = -0,91, -0,98 et -0,83, respectivement).

Les résultats de la présente étude sont conformes a ceux rapportés par Fidrianny et al. (2015),
qui ont prouvé que le TPC dans les feuilles de Glycine max (Fabaceae) des deux extraits
I’acétate d’éthyle et 1’éthanol présentaient une corrélation négative et la plus élevee avec
I’CEso de FRAP.

Le niveau de corrélation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante soutient
I’hypothése selon la quelle les polyphénols contribuent directement a la capacité
antioxydante. De plus, Deghima et al. (2020) ont défini les composés phénoliques comme
d’excellents donneurs d’électrons. Néanmoins, Djeridane et al. (2006) supposent que 1’effet
synergique des composés phénoliques contribue aux pouvoir antioxydant des plantes.

Par ailleur, Pernin (2018) estime que le potentiel redox deépend aussi de 1’association des
facteurs primordiaux tels que: La structure chimique des composés, les substituant des
groupements phénoliques (OCHz et OH) et la conformation stérique du composé. A titre
d’exemple, la (+) catéchine a la chance quatre fois plus de céder un atome d’hydrogéne face a
la (-) épicatéchine.

2.1.3 Capacités de chélation des ions ferreux

Les composés phénoliques jouent un réle majeur a la transition des ions métalliques, en
particulier Fe?*, ce qui conduit a la formation d’un produit de chélation doué d’un important
mécanisme d’activité antioxydante. Ainsi, cette activité posséde une capacité de catalyser la
décomposition de I’hydro-peroxyde en radicaux pyroxyles et alcoxyles et les réactions de type
Fenton (Halliwell et Gutteridge, 1984 ; Demirtas et al., 2013 ; Pernin, 2018).

Les résultats du test d’activité chélatrice (voir tableau 9) des différents solvants de la partie
aérienne de I’A.gombo et de ’EDTA par rapport au fer ferreux ont gardé le méme classement
que P’activité antiradicalaire DPPH, a savoir EDTA >AEAg>NBAg>AQAg>MEAg (51, 83,
114, 321 et 510 pg/mL).
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Les résultats de la presente étude sont nettement plus importants que ceux obtenues a partir
d’un extrait méthanolique de trois espéces d’Astragales Turque : A. gymnolobus, A. leporinus
var. hirsutus, et A. onobrychis avec 1,53, 1,15 et 1,69 mg/ml, respectivement (Sarikurkcu et
al., 2020). Cependant, la méme tendance a été noté avec les résultats de Ceylan et ses
collaborateurs (2016) pour I’extrait méthanolique de la partie aérienne des deux Fabaceae
Turques : Cytisopsis dorycniifolia et Ebenus hirsute.

En outre, I’extrait aqueux présente une grande capacité a chélater les ions ferriques que
I’extrait méthanolique, malgré son faible contenu en composés phénoliques, ces résultats
corroborent ceux de Deghima et ses collaborateurs (2020).

En effet, plusieurs études ont montré que I’extrait aqueux posséde une activité chélatrice
envers les ions de métaux bien distincte que le méthanol et I’acétone & 70% (Sahreen et al.
2010 ; Deghima et al., 2020). Les données de ce travail montrent une corrélation de Pearson
hautement significative entre les flavonoides, les polyphénols totaux et le CEso de la capacité
chélatrice (r>= 0,99 et 0,97 respectivement) ; ce qui permis de suggérer que cette importante
capacite est d0 a un effet synergique entre les différent classe phénoliques (Djeridane et al.,
2006).

Par conséquent, des travaux antérieurs ont démontré que les acides phénoliques et les
flavonoides ont une capacité de chélation notable vis-a-vis des ions métalliques tels que Fe*?,
Fe™® et Cu™(Tigrine, 2014 ; Alavi et Karimi, 2018) ; en particulier, le pouvoir chélateur de
certains flavonoides s’explique par leurs capacités a chélater les métaux par I’intermédiaire de
leurs groupements hydroxyles, notamment ceux des deux cycles A et C (Andjelkovi¢ et al.,
2006 ; Verdan et al., 2011).

Tableau 10. Coefficient de corrélation de Pearson entre les teneurs en composés phénoliques

dans divers extraits et leurs ICsq correspondants pour les activités antioxydantes.

Extraits/frations DPPH FRAP CCIF
TPT 0,91* -0,90* 0,96**
TFT 0,97** -0,98** 0,99***
TTT 0,82* -0,82* 0,74

(P < 0,05) ns, non significatif ; *, significatif (P < 0,05) ; **, trés significatif (P < 0,01) ; ***, trés hautement
significatif (P < 0,001). TPT : Teneur polyphénosl totaux ; TFT : Teneur en flavonoides totaux, TTT : tanin
condensé total

65



Résultats et discussion

120

100

ol [
ol

ol

ﬂ T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 7

Concentration pg/ml

Absorbance 517nm
&
.

35

Absorbance 700nm
P
—

15 /
il
0,5

] T T T T T |
4] 1 2 3 4 5 6
concentration ugmel
120
100 4 r—

I Absorbance 562nm |
=

40 A
20
0 T
o 1 R C 5 &
ii_-lcunoentration ugime{iJ

Figure 12. (A) : Courbe d’étalonnage du radical DPPH par le control positif la quercétine, (B) : Pouvoir
antioxydant réducteur du fer du BHA ; (C) :I’activité chélatrice envers le fer ferreux par rapport au contréle
positif "EDTA.

Chaque point représente la moyenne SD (n=3).

66



Résultats et discussion

2.2.  Evaluation de P’activité immunomodulatrice

Le systéeme réticulo-endothélial (RES) ou systéme phagocytaire mononucléé (SPM) est un
ensemble de cellules qui jouent un réle important dans le systtme immunitaire. Le RES est
composé de macrophages, de monocytes, de cellules dendritiques et d’autres cellules qui
peuvent engloutir et digérer des particules étrangéres, telles que des agrégats de fibrine, des

bactéries, des virus et des cellules mortes.

Ce processus est défini par la phagocytose typique du systéme immunitaire inné, qui conduit
la cellule a détecter, internaliser et détruire les bactéries, champignons ou cellules mortes d’un
diamétre supérieur a 0,5 um (Zak, 2019). Le RES est présent dans tout le corps, mais il est

particulierement concentré dans le foie, la rate, la moelle osseuse et les poumons.

2.2.1. Indice phagocytaire K

L'indice phagocytaire des fractions AEAg et NBAg a été déterminé in vivo par le test de
clairance de carbone comme décrit par Biozzi et al. (1970) et Ponkshe et al., (2002). La
détermination de cette activité, exprimeée par l'indice phagocytaire (K), s'effectue en mesurant
les particules de carbone circulant dans le sang pendant un intervalle de temps défini. Le
potentiel du systéeme réticulo-endothélial dépend de l'estimation du taux d'élimination des
corps étrangers par le sang, tels que le carbone colloidal « encre de chine » (Benmebarek et
al., 2013).

Les données actuelles indiquent qu'il existe des différences significatives dans les moyennes
de l'indice phagocytaire (K) entre les groupes Gso, G7o et Gioodes deux fractions avec valeur
de p 0, <0001 et p<0, 001 pour AEAg et NBAg, respectivement, par rapport au groupe témoin

qui n'a recu que de I'eau physiologique.
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Figure 13. Effet des fractionsAEAg et NBAg sur I’activité phagocytaire de groupes de souris.

Les souris ont été injectées avec des différentes concentrations 0, 50, 70 et 100 mg/kg d'’AEAg et de NbAg
préparés dans du NaCl a 0,9 %, le control est injecté par NaCl a 0,9 %.

Les valeurs sont la moyenne de n = 6 £ SD, *** P<0,001 différence hautement significative (test Tukey) par
rapport au controle non traité

L'indice phagocytaire de la fraction AEAg a augmenté de maniére hautement significative
dans les groupes Gso, G7o et Gioo avec des valeurs de K: 0, 097, 0, 107 et 0,136,
respectivement, par rapport & Geontrol (0, 040) (figure 13). Alors que les groupes injectes par
NBAg avaient un indice phagocytaire non significatif pour les deux doses 50 et 70 mg/kg pc.
Pratiquement, Gioo (0,091) a montré un effet hautement signifiactif (p<O, 001) par
rapportGeontrol, Gso et G7o (0,040, 0,044 et 0,047 respectivement). En effet, plus la dose de la
fraction injectée est élevée, plus la réponse phagocytaire est importante.

La présente étude est en accord avec les résultats de Labed et ses collaborateurs (2016) menée
sur la fraction n-butanol de I’A. armatus algérien attestant d’un indice phagocytaire K plus
élevé a la méme dose de 100 mg/kg. Ainsi, les résultats de la présente étude indiquent que les
deux fractions améliorent 1’activité phagocytaire en stimulant lesystéme réticulo-endothélial
de maniére dose—-dépendante, ou la fraction d'acétate d'éthyle a stimulé I'activité phagocytaire
mieux que le n-butanol. Ceci explique I'élimination rapide des particules de carbone (I’encre
de Chine) injectées dans la circulation sanguine par la fraction AEAgQ par rapport NBAg, ce
qui permet de conclure que I'AEAg peut étre utilise comme immunostimulant pour améliorer
I'efficacité du systeme immunitaire non spécifique (innée) (Benmebark et al., 2013 ; Zerizer
etal., 2015).

Dans le méme contexte, Nikbakht-Brujeni et al. (2013) ont rapporté que l'extrait aqueux de la
partie aérienne d'A. verus Olivier augmente l'activité phagocytaire a une dose de 100mg/kg

par rapport aux extraits de méthanol et d'acétone a la méme dose.
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Les résultats obtenus par I'analyse LC-ESI-MS révelent la richesse des extraits d’A.gombo, en
particulier la fraction d'acétate d'éthyle, en termes de flavonoides et d'hydroxycinnamiques.
La teneur en acide p-coumarique de la fraction AEAg est 70 fois plus élevée que celle de
I'acide caféique, les cing deérivés de l'acide di-O-caféoyquinique sont 5 fois plus élevés que
I'acide caféique, et il faut noter une teneur importante en acide quinique dans les deux
fractions ; ceci suggere que l'activité phagocytaire est stimulée par l'effet des acides
hydroxycinnamiques en général et par leur synergie, et n'est pas spécifique a l'acide caféique.
En revanche, les résultats de Kilani-Jaziri et al. (2017), qui affirment un effet
immunomodulateur significatif, particulierement obtenu par I'acide caféique, par rapport a

ceux des acides férulique et p-coumarique.
Taux de la clairance de carbone

La figure (14) presente les résultats obtenus lors du test de la clairance de carbone.
Apreés 48 h d’administration intra-péritonéal des deux fractions, I’AEAQ a révélé un taux de
clairance de carbone plus rapide que la NBAg (p<0,001). En outre, les deux fractions ont
montré une différence significative entre les moyennes des groupes (Geontrol, Gso, G7o et G1oo)
avec une valeur de p<0,001. La fraction AEAg a fortement contribué a la demi-vie du carbone
colloidal, et ce de maniére hautement significative dans les groupes (Gso, G7o et Gioo) par
rapport au Geontrol. Parallélement a la fraction NBAg, dont (Gioo) et plus rapide et hautement

significative par rapport aux autres groupes.

Par conséquent, la réduction de la demi-vie de clairance du carbone colloidal est
proportionnelle a l'augmentation de I'indice phagocytaire. Cette augmentation correspond a
une amélioration de la fonction phagocytaire des macrophages et de l'immunité non
spécifique (innée). Les macrophages sont des cellules du systeme immunitaire responsables
de la phagocytose, c'est-a-dire de I'opsonisation, I’internalisation et de la digestion des
particules étrangeres. Le taux d'élimination du carbone du sang par les macrophages est
déterminé par une équation exponentielle (Biozzi et al., 1953). Plusieurs travaux suggerent
que les macrophages sont la cible principale de la majorité des immunodulateurs, dont le role

est de déclencher une réponse immunitaire innée (Sung et al., 2013 ; Besangon, 2017).

Nos résultats indiquent clairement que les fractions d'A. gombo améliorent l'activité
phagocytaire en stimulant le systeme réticulo-endothélial, dont la majorité est composé de

cellules phagocytaires.
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Figure 14. Effet des fractions AEAg et NBAg sur la demi-vie des particules de carbone colloidale dans le sang
des souris.

(Les valeurs sont la moyenne de n = 6 + SD, *** P<0,001 différence hautement significative (test Tukey) par
rapportau contrdle non traité).

Des études antérieures ont rapporté des liens étroits entre I'activité immunomodulatrice des
composés phénoliques et leurs pouvoirs antioxydants (Grigore, 2017 ; Kilani-Jaziri et al.,
2017). En fait, la fraction d'acétate d'éthyle a montré les meilleurs résultats pour toutes les
activités antioxydantes testées, et a également eu une activité phagocytaire trés significative

comparable a la fraction de n-butanol.

Plusieurs études ont confirmé 1’effet immunomodulateur des flavonoides, en particulier ceux
d’origine Astragales, tels que la modulation de la balance Th1/Th2 (Boroujerdnia et al.,
2011) ; en outre, leur effet sur la fonction des cellules T, des cellules B, des cellules NK, des
macrophages, des mastocytes, des basophyles, neutrophiles, éosinophiles etsur les plaquettes
(Middleton et al., 2000 ; Boroujerdnia et al., 2011 ; Ren et al.,2018).

Plusieurs sources de données ont mis en évidence le réle immunomodulateur des principaux
composés phénoliques ; il a été rapporté que le traitement a la quercétine des cellules
mononucléées humaines (les lymphocytes et les monocytes) induit préferentiellement
I'expression et la synthese de l'interféron gamma (IFN-) tout en inhibant la production d'IL-4
(Nair et al., 2002 ; Masad et al., 2021). Ces données visent a montrer que la quercétine peut
activer les cellules Thl de maniére préférentielle, ce qui pourrait avoir des applications

thérapeutiques dans le traitement des infections et des cancers (Masad et al., 2021).

Selon Sung et ses collegues (2013), la catéchine (flavanol) posséde des activités

immunostimulantes, induisant la libération d'IFN-, d'IL-12 et d'IL-2 par les splénocytes
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murins et activant la capacité de présentation d'antigenes des macrophages en augmentant

I'expression des protéines costimulatrices CD80 et CD86.

Les ligands costimulateurs CD80 et CD86 jouent un role crucial dans l'initiation et le maintien
d'une réponse immunitaire impliquant trois signaux : la reconnaissance de I'antigene,
I'interaction du CD28 (présent a la surface d'un lymphocyte) avec ses ligands (CD80/CD86
portés sur les cellules présentatrices d'antigenes) et le signal cytokinique ; I'expression des
CD80 et CD86 est induite a la surface des CPAg (cellules spécialisées du systeme
immunitaire qui présentent des molécules étrangeéres et informent ainsi les lymphocytes T de
la présence de cet antigéne étranger) en cas d'inflammation et/ou en présence de molécules
microbiennes, c'est pourquoi leur expression est synonyme de danger pour l'organisme
(Subauste et al.,1998 ; Masad et al., 2021).

Dans une étude in vitro sur des cellules souches embryonnaires murines et humaines réalisée
par I’équipe de Verbeek (2004), la combinaison des flavones apigénine et lutéoline a inhibé
les réponses des cellules T donc réduit leur capacité a produire l'interféron-gamma I'TFNy
(molécule clé de la réponse immunitaire) qui sont considérées comme pertinentes pour les
maladies auto-immunes et en particulier pour la sclérose en plaques. Ces résultats suggeérent
que ces flavonoides pourraient avoir un potentiel thérapeutique dans le traitement des
maladies auto-immunes et permet de mieux contrdler les réponses immunitaires indésirables
(Verbeek et al., 2004 ; Masad et al., 2021). Ceci résume les effets immunomodulateurs des
polyphénols et quelques mécanismes qui interviennent dans la stimulation des réponses
immunitaires (Masad et al., 2021 ; Shakoor et al., 2021).

Par conséquent, le systeme immunitaire peut étre modifié par des agents pharmacologiques,
des polluants de I’environnement, et/ou un régime alimentaire qui inclue des aliments
naturels riches en antioxydants comme les flavonoides. Dans le méme contexte, Garza (2015)
a confirmé que les polyphénols et les flavonoides originaires des Fabacées jouent un réle
bénéfique dans le maintien du bien-étre de I'nomme, améliorer la santé et la fonction
immunitaire en vue de prévenir des maladies telles que le cancer, les maladies

cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives.

71



Résultats et discussion

2.3. Evaluation de P’activité anticoagulante

Les anticoagulants jouent un rble essentiel dans la prévention et le traitement des troubles
thromboembolique qui se manifestent par deux types: la thrombose veineuse profonde
(TVP), et I'embolie pulmonaire (EP). En fait, La thromboembolie veineuse demeure la 3°™®
cause de déces dans les pays développés, apres les accidents vasculaires cérébraux/cardiaques
et le cancer (https://www.gemmat-thrombose.fr).

L'activité anticoagulante de différentes fractions d’A.gombo a été évaluée par deux tests : Le
temps de céphaline-Kaoline (TCK) par voie endogene qui n'implique que des substances
d'origine sanguine, et le temps de prothrombine (TP) par voie exogéne, qui implique des
facteurs tissulaires qui ne sont pas dans le plasma mais qui sont libérés lors d'une lésion
vasculaire, conduisant a une voie finale commune qui aboutit a la formation d'un caillot de
fibrine (Colman, 2006).

2.3.1. Evaluation du pouvoir anticoagulant de la voie exogéne TP

La figure 15 présente les résultats obtenus du test TP, les deux fractions AEAg, NBAg et
I’extrait AQAg ont révélé un potentiel anticoagulant important tres significatif (P<0,001) et
une coagulation prolongée plus de 200 S parallelement a I'héparine (> 200 S). Alors que,
I’extrait méthanolique et tous les standards ont enregistré un temps de coagulation moderé
allant de 7 a 49 S. Ainsi, les résultats de la présente étude ont indiqué que les AQAg, NBAg et
AEAg exercent une prolongation du temps de la voie extrinsequequatre fois plus par rapport
la catéchine et huit fois plus importante que ceux enregistré par I’extrait de méthanol et

I’acide ascorbique.

Ces résultats sont attribués a la forte teneur des fractions/extrait (AEAg, NBAg et AQAQ) en
composés phénoliques et a I’effets synergiques qui s’établie entre les différents composés
constituants I’extrait, et cela peut s’expliquer par leurs structures, leurs tailles, leurs nombres
et arrangement des atomes de carbones et la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau
benzéne (Auger et al., 2014). Omar et ses collaborateurs (2017) ont enregistré un modeste
temps (20.12 S) prolongé pour I'extrait d'éthanol de Lupinus pilosus (Fabaceae), la méme

tendance est révélée par la fraction MEAg (15.45 S).

En effet, il est suggéré que 1’effet faible d’extrait de méthanol est d au comportement sélectif

des molécules présente vis-a-vis I’inhibition des facteurs de coagulation ; tandis qu’il est
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recommandé d’utiliser les solvants polaire tels que 1’eau, méthanol voire hydro-alcoolique

afin de multiplier le rendement d’extraction en composes phénoliques (Diallo., 2019).

Des études antérieures ont confirmé que les flavonoides contenus dans les extraits de pépins
de raisin ont un double réle antiplaquettaire et anticoagulant, contribuant ainsi a la prévention

des troubles thromboemboliques (Bijak et al.,2019).
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Figure 15. Temps de prothrombine des extraits d’A.gombo.
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MEAg, AQAg, NBAg et AEAg (100 mg/mL) ; contrble positif : (Hep) Heparine, (Ctch) catechine, (Quer)
quercetine et (Aasc) acide ascorbique (20 mg/mL).

Les valeurs sont la moyenne de n = 3 + SD, *** P<0,001 différence hautement significative par rapport au
contréle positive 1’héparine).

2.3.2. Evaluation du pouvoir anticoagulant de la voie endogene TCK

Les résultats présentés sur la figure 16 montrent les temps de coagulation (TCK) céphaline-
Kaolin en présence des composes phénoliques d’extraits d’Astragalus gombo face a des
molécules de références: catéchine, quercétine et acide ascorbique et de I’héparine
(anticoagulant de référence). Les résultats obtenus montrent que les fractions NBAg et AEAg
ont révélé un allongement de temps de coagulation sur la voie intrinseque de formation des
caillots de sang (P<0,001) plus important que ceux enregistré par MEAg, AQAg et méme les
molécules de références. En revanche, des études antérieures ont démontré que ’extrait du

méthanol (4mg/mL) présente un temps d’allongement significatif (31 S) pour la plante
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médicinale indienne Bauhinia tomentosa (Fabaceae) et I'extrait d'éthanol (50mg/mL) d’une
Fabaceae palestinienne Lupinus pilosus (71 S), respectivement (Uma et al., 2014, Omar., et al
2017).

D’autre part, nos résultats sont aussi meilleurs que ceux enregistré pour la fraction
polyphénolique extraite d’un fruit chinois Lachnum singerianum (Fabaceae) dans lequel le TP
et le TCK ont révélé un temps de coagulation allongé a concentration 100mg/ml : 23 et 54 S,
et a 200 mg /ml : 32 et 87 S, respectivement (Zong et al., 2017). Cependant, il a été constaté
que le I'extrait d'AQAg a réagi différemment vis-a-vis du TCK, ce résultat comparable aux
résultats de Félix-Silva et al. (2014), ou I’extrait aqueux a amélioré mieux que les autres
fractions MEAg et méme les molécules de références envers le temps de prothrombine (TP)

comparant au TCK.

Dans le méme contexte, de nombreux rapports ont également étudié I'activité anticoagulante
de certains extraits naturels ont affirmé que l'extrait aqueux prolongeait le temps de
coagulation et la formation de fibrine mieux que I'extrait organique (Kee et al., 2008 ; Félix-
Silva et al., 2014).
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Figure 16. Temps de céphaline Kaolin des extraits d’A.gombo.

MEAg, AQAg, NBAg et AEAg (100 mg/mL) ; contrdle positif : (Hep) Heparine, (Ctch) catechine, (Quer)
quercetine et (Aasc) acide ascorbique (20 mg/mL).
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(Les valeurs sont la moyenne de n = 3 + SD, *** P<0,001 différence hautement significative par rapport au
contrdle positive 1’héparine).

Les résultats de ce travail nous ont amenés a supposer qu'une action préférentielle sur la voie
intrinséque et/ou commune de la coagulation était appropriée pour l'extrait aqueux d'A.
gombo. Kee et al. (2008) ont démontré I'effet anticoagulant des tanins de neuf plantes du sud
afrique, ce qui a permis d’améliorer l'activité anticoagulante. Donc, il est probable que
I'efficacité de I'extrait aqueux soit due a la dominance des composés polaires et a la présence
de plusieurs composés biologiquement actifs qui ont été notés dans I'extrait aqueux. D'autre
part, Athukorala et al. (2007) supposent que le temps de coagulation prolongé pour les deux

voies pourrait étre dd aux poids moléculaires tres élevés des molécules bioactives.

Les résultats de la présente étude montrent que les extraits d'A.gombo sont capables d'activer
la cascade de la coagulation. Comme indiqué dans la littérature, la famille des Fabaceae est
une source d'inhibiteurs enzymatiques naturels comprenant des composés polypeptidiques ou
phénoliques ; ces composés agissent sur les protéases a sérine telles que la trypsine, la

chymotrypsine et les facteurs de coagulation (Pereira et Brazon 2015 ; Kumar et al., 2011).

Nous avons suggéré que la présence de différents types de molécules explique les effets
anticoagulants de I'extrait agueux, qui inhibent la formation de caillots et augmentent le TP de
maniére dépendante du solvant. Selon une étude menée par KEE et al. (2008), cette réduction
de la formation de fibrine pourrait potentiellement jouer un réle dans la prévention des

métastases cancéreuses.
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2.4.  Evaluation de Pactivité antiproliférative et cytotoxique in vitro

Le test MTT est largement utilisé et a fait ces preuves pour déterminer la viabilité cellulaire,
la prolifération et méme la cytotoxicité. Dans la présente étude, le test MTT est effectué afin
d’évaluer I’activité antiproliférative de la fraction AEAg, deux lignées cellulaires cancéreuses
(adénocarcinome du col de l'utérus humain (HelLa) et adénocarcinome du sein humain
(MCF7), la troisieme culture étantdes cellules hépatiques de souris normales (Aml12), toutes
traitées par une large gamme de concentration (3,9 a 2000ug/mL) de la fraction d’acétate
d’éthyle.
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Figure 17. Effet cytotoxique de la fraction AEAg a différentes concentrations sur les lignées cellulaires
cancéreuses (MCF-7 et Hela), et des cellules hépatiques de souris normales (AmlI12) apres 48 h incubation, (Les
valeurs sont la moyenne de n = 8 + SD).
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Les reésultats obtenus apres 48 heures d’incubation, ont montré 1’effet inhibiteur de la fraction
AEAg sur la prolifération des deux lignées cellulaires cancéreuses Hela et MCF-7 avec des
valeurs de Clso :108,8+1,8 et 168,4+1,6pg/mL, respectivement, ainsi que sur la viabilité des

cellules saines (Aml12) (figure 17).

La fraction AEAg a montré un potentiel antiprolifératif puissant contre les cellules Hela,
cependant, nous avons suggéré que la fraction AEAg est moins sensible contre les cellules
MCEF-7. Cependant, Salem et al. (2020) ont confirmé que la fraction d’acétate d'éthyle d’A.
Sieberi D C. Egyptien exercait une activité cytotoxique plus remarquable contre MCF-7 avec
une valeur Clso de 69,6 pg/mL. A cet égard, I'étude d'Ibrahim et al. (2013) a affirmé que
I'extrait butanolique de I'A. bombycinus égyptien a montré un effet cytotoxique potentiel
contre MCF-7. De méme et selon la littérature, les flavonoides totaux et la calycosine d’A.
mongholicus Bunge ont révélé un puissant effet inhibiteur sur la prolifération de la lignée
cellulaire érythro-leucémie humaine avec des valeurs Clso 98,63 et 130,32 pg/mL,

respectivement (Zhang et al., 2012).

Une étude récente menée sur deux plantes d'astragale endémiques turques, Astragalus
globosus Vahl et Astragalus breviflorus DC, a montré une activité cytotoxique trés réduite,
par rapport a nos résultats, sur deux lignées cellulaires cancéreuses, MCF-7 et MDA-MB-23.
Les extraits n-butanol et aqueux des parties aériennes d'A. globosus présentent des Clso de
868,60 et 1753,00 pg/mL contre la lignée cellulaire MCF-7, et de 620,30 et 1300,50 pg/mL
contre la lignée cellulaire MDA-MB-231. La fraction dichlorométhane de I'A globosus
présente une activité antitumorale significative, en comparaison a notre fraction AEAg, contre
la lignée cellulaire MCF-7, avec une Clso de 28,39 ug/mL. Ce résultat suggere que la fraction
de dichlorométhane posséde un pouvoir antioxydant significatif, en fonction de sa richesse en
flavonoides et en acides phénoliques. Bien que I’AEAg (491,566 pg/mL) présente une
concentration plus élevée de quercétine-3-O-galactoside (d'hyperoside), que la fraction de
dichlorométhane (465,101 pg/mL), il est plausible que d'autres composés agissent également
en synergie pour contribuer a lI'activité antiproliférative (Kalayci et al., 2023).

Dans la littérature, de nombreuses études ont montré que les especes d'astragale et leurs
composés actifs attirent I'attention par leur potentiel d'effet anticancéreux utilisés dans le

traitement du cancer du sein (Ibrahim et al., 2013 ; Salem et al., 2020 ; Kalayci et al., 2023)

A ce jour, l'activité anticancéreuse des composés phénoliques des extraits d'astragale n'a pas
été révélée contre le cancer du col de l'utérus humain, et nous avons constaté un manque
d'informations, bien que la fraction AEAg ait montré des résultats encourageants.
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Tableau 11. Cytotoxicité et indice de sélectivité de la fraction acétate d'éthyle envers des
cellules d'adénocarcinome du col de l'utérus humain (HelLa) et du sein humain (MCF-7), et
des cellules hépatiques de souris normales (Aml12)

Acétate d’éthyle MCF-7 Hela Ami12
Clso (ug/ml) 168,4+1,62 108,8+1,8° > 2000°¢
IS 18, 38 11,87

Indice de sélectivité (IS) : CCs contre cellules saines/ Clso contre cellules cancéreuses.

Les données ont été examinées a l'aide d'une ANOVA a un facteur suivi par le test post-hoc de Tukey. Chaque
parameétre suivi de la méme lettre, pour la méme ligne, n'est pas significativement différent a P < 0,05.

Les polyphénols et surtout les flavonoides de la fraction d’acétate d’éthyle d’A.gombo
posseédent une activité antiproliférative particuliere pour le cancer du col de I'utérus humain
(HeLa), sans endommager les cellules saines et /ou normale. Selon la littérature, le genre
Astragalus a présenté une activité anticancéreuse avec un effet cytotoxique distinct contre
diverses lignées cellulaires cancéreuses (Bedir et al., 2000 ; Li et al., 2014 ; Aslanipour et al.,
2017 ; Kalayci et al., 2023). En outre, nos résultats sont en accord avec ceux de Forgo et de
ses collaborateurs (2012), qui ont suggéré que les flavonoides, tels que la cirsiliole,
I'apigénine, la quercétine-3-O-galactoside, la quercétine-3-O-rhamnoside, l'apigénine-7-O-
glucoside et la quercétine, sont responsables des effets antitumoraux des extraits de

Centaureajacea L. Ces flavonoides sont les composés majoritaires de la fraction AEAQ.

L'évaluation de I’indice de sélectivité pour toute recherche sur un médicament a base de
plantes et/ou un composé isolé est tres importante pour déterminer s'il est nécessaire de
poursuivre les recherches. Dans cette optique, nous avons cherché a déterminer Il'indice de
sélectivité (IS), qui peut étre défini comme le rapport entre la concentration toxique d'un

échantillon et sa concentration bioactive effective (Pritchett et al., 2014).

En effet, nous avons déterminé l'activité cytotoxique, la fraction AEAQ a été testée contre des
cellules normales hépatiques de souris (Aml12), dont les résultats sont présentés dans la
figure 17. La présente étude a révélé des résultats intéressants, indiquant que la fraction AEAg
est plus toxique pour les cellules cancéreuses que les cellules normales. La nouveauté de la
présente etude est que la fraction AEAg améliore la viabilité des cellules AML12 normales,
tout en étant non toxique jusqu'a une concentration CCsp > 2000pg/mL pendant 48h

d'incubation.
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Ces dernieres années, d'innombrables études ont souligné I'importance de la valeur de I’IS.
Afin d'évaluer l'activité anticancéreuse d'un échantillon, sa cytotoxicité contre des lignées
cellulaires non cancéreuses doit étre déterminée (Lopez-L&zaro, 2015 ; Pefia-Morén et al.,
2016 ; Indrayanto et al., 2021). Utiliser uniquement des lignées cellulaires malignes ou des

animaux sans déterminer I'lS est un mauvais pronostic pour une étude (clinique).

Selon Indrayanto et ces collaborateurs (2021), la sélection des lignées cellulaires les plus
appropriées pour les tests de toxicité est I'étape la plus importante dans la détermination de la
valeur (IS) de I’échantillon. L'activité anticancéreuse d'un échantillon de médicament a base
de plantes est évaluée a l'aide de certaines lignées cellulaires cancéreuses, le test de toxicité
doit étre réalise sur des lignées cellulaires non cancéreuses appropriées ; car les mécanismes
exacts de la toxicité de I'échantillon ne sont peut-étre pas encore totalement connus ou
élucides. Cependant, le médicament a base de plantes et/ou un compose isolé idéal, devrait
avoir une concentration toxique relativement élevée mais une concentration active tres faible
(Indrayanto et al., 2021).

Comme présente le tableau (11), les données ont montré des niveaux élevés d’indice de
sélectivité (1S). La fraction AEAg a montré une sélectivité tres hautement significative
(p = 0,0001) envers les deux lignees cellulaire HeLa et Mcf-7 avec des valeurs d’IS : 18 et 11,

respectivement.

Des travaux antérieurs ont montré que l'indice de sélectivité (IS) des cellules de
I'népatocarcinome humain HepG2 et des cellules Chang du foie normal, obtenu a partir des
valeurs 1Cso de la goniothalamine (une lactone styrylique isolée de la racine et de la tige de
Goniothalamus macrophyllus), révélait un IS pour les cellules du foie normal 7,6 fois plus
élevé que celui des cellules HepG2 (Al-Qubaisi et al., 2011). On outre, l'indice de sélectivité
était supérieur a 10 pour I'extrait méthanolique brut obtenu a partir des parties aériennes de
Verbascum nigrum a été examiné pour son effet sur la viabilité des kératinocytes HaCaT
immunisés et des cellules de carcinome épidermoide A431 (test MTT, 24 heures) (lliescu et
al., 2020).

Dans le méme contexte, la communauté scientifique a envisagé de réaliser des tests de toxicité

sur des lignées cellulaires saines (normales) afin de déterminer leur sélectivité. La premiére

étude a porté sur des cellules d'adénocarcinome colorectal humain (HT-29) et des cellules de

cancer du sein (MCF-7). La deuxieme étude a porté sur I'hépatocarcinome humain (HEP-G2)

et la lignée cellulaire de lymphome murin (L5178Y-R) ; Dans les deux études, les composés

bioactifs ont été testés sur des lignées cellulaires saines, telles que les cellules rénales
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normales de singe vert africain (VERO), des cellules épithéliales de rein de singe normal
(MA-104) et les cellules mononucléaires du sang périphérique humain (PBMC) (Ramirez-
Villalobos et al., 2021 ; Elizondo-Luévano et al., 2023).

Selon Ahmed et ses collaborateurs (2018), I’indice de sélectivité (1S>3) supérieure ou égale a
trois considérait comme efficace contre les cellules cancéreuses. Dans le méme cadre,
Awouafack et al. (2013) ont également recommandé un critére d'acceptation d’IS >10 pour un
échantillon bioactif sélectif, I’équipe de Pefia-Moréan (2016) et Pécheur & Polyak (2016) ont
déclaré qu’un échantillon ayant un IS >10 doit une investigation plus approfondie. Toutefois,
une valeur IS relativement faible <1 signifie que I'échantillon pourrait étre toxique et ne peut
étre utilise comme médicament et/ou substance bioactive. Si la valeur IS calculée est
comprise entre 1 et 10, il est recommandé de procéder a une nouvelle évaluation en utilisant

d'autres techniques pour confirmation (Indrayanto et al., 2021).

La particularité de ce travail est que les composés phénoliques d'A. gombo ont révélé un
potentiel anticancéreux significatif, et posseédent un indice de sélectivité élevé contre les
cellules cancéreuses par rapport aux cellules hépatiques saines AML12. Ces effets suggerent
que la plante médicinale Astragalus gombo pourrait étre considérée comme un agent
chimiothérapeutique prometteur. Plusieurs travaux scientifiques ont rapporté la bioactivité
d’innombrable plantes médicinales, biomolécule et composés isolés, la majorité entre eux

n’ont pas défini ’indice de sélectivité, ce qui limite leur utilité (Indrayanto et al., 2021).
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2.4.1. Marquage d’apoptose par la méthode : Coloration des cellules vivantes/mortes
par DAPI/ Acridine orange

Selon Kerr et al (1972) I'apoptose indique une forme de mort cellulaire distincte de la nécrose,
elle est aussi bien morphologique que biochimique, c'est du point de vue, une mort cellulaire
"programme™ qui résulte de différentes phases qui prennent quelques heures. L'apoptose,
probablement, se définit par simple mesure du contenu d’ADN en utilisant un colorant qui
intercale ’ADN comme le iodure de propidium (Pl) et 1’acridine orange(AO), ou des
colorants qui se lient a I'extérieur de I'ADN comme le DAPI (4'-6-diaminido-2-phenylindole)
et Hoechst 33342. La combinaison des deux fluorochromes le DAPI et I’acridine orange, ne
diffuse pas a travers les membranes intactes, et permet de différencier et de quantifier les

cellules apoptotiques, nécrotiques et viables (Carmaux, 2008).

Afin d’évaluer ’effet apoptose induit par la fraction acétate d’éthyle, les lignées étudiées
mises a un traitement avec les concentrations d’ICso de 1’extrait d’intérét et incubée pendant
24 h, puis I’application d’un double marquage DAPI associée a I’acridine orange. La
coloration DAPI/Acridine orange des cellules traitées des deux lignées cancéreuses MCF-7 et
Hela a révélé un effet apoptotique important.

La combinaison des deux marqueurs acridine orange/DAPI, a permet de différencier les
cellules. Les cellules apoptotiques précoces émettent une fluorescence verte résulte de la
coloration des acides nucléiques (figure 18 Al et 18 B1), tandis que I’acridine orange (AO)
chasse le DAPI. Les cellules nécrotiques (nécrose secondaire) produisent une luminescence
rouge par implication de I’AO (figure 18 A2 et 18 B2).
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Figure 18. Apoptose induite par la fraction d’acétate d’éthyle d’Astraglus gombo dans les cellules cancéreuses
du sein (MCF-7) et du col de l'utérus (Hela). DAPI/AQ a été appliquée aprés 24h de traitement avec la
concentration d’ICso d’ AEAg pour chaque lignée.

(MCF-7) « Al » I’image est prise apres 8h de coloration, « A2 » aprés 24h de coloration. (Hela) :« B1 » I’'image
est prise aprés 8h de coloration, « B2 » aprés 24h de coloration. Les cellules ont été protégées de la lumiére et
visualisées par microscopie a fluorescence Zeis (x40).

La fluorescence verte et rouge montre les cellules aptoptiques et les cellules mortes (nécrose), respectivement.
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Figure 19. Apoptose induite par la fraction d’acétate d’éthyle d’Astraglus gombo dans les cellules hépatiques de
souris normales.

« 1 » (Aml12) cellules contréle viable, « 2 » (Aml12) cellules apoptotiques traitées par 1Cso de la fraction AEAg,
image prise aprés 24h de coloration dans les mémes conditions cités au-dessus. La coloration par DAPI montre
la condensation de la chromatine « 2B » « 2 ¢ » et la fragmentation nucléaire « 2A » « «3 ».
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Cependant, les cellules normales (AML12) ont été traitées dans les mémes conditions de
traitements avec Clsg> 2000pug /ml d’AEAg, suivi d’une double coloration. Les résultats de la
colorationau bleue DAPI montrent des noyaux ronds sur les cellules contréles (Figure 19, 1),
ce qui s’expliqué par la fixation du fluorchrome sur les paires de bases (A-T) d’ADN et
I’intégrité membranaire. Alors qu'aprés 24h, les gros plans 2A, 2B et 2C (Figure 19)
montrent une chromatine condensée et fragmentée ; les cellules apoptotiques précoces se
distinguent par leur chromatine trés condensée (Sreelatha et al., 2011 ; Hassan et al., 2017).
Les observations morphologiques de la présente étude indiquent clairement les
caractéristiques d'apoptose des cellules (AML12).

Le présent travail a montré une bonne corrélation entre les changement morphologique
cellulaire par la coloration DAPI et la coloration a I’acridine orange, confirmant 1’efficacité de
la fraction AEAg dans I’induction de 1’apoptose, ces résultats sont similaires a ceux de ( HU
et al., 2009), aprés évaluation morphologique des cellules apoptotiques par colorantion de
I'ADN avec Hoechst 33258, lors du traitement des lignées de carcinome hépatocellulaire
humain SMMC-7721 avec un extraits flavonoide d’4stragalus complanatus. En effet, Hassan
et al. (2017), a montré que les polyphénosl naturels ont un effet appototique potentiel
significatif sur une nouvelle ligne cancéreuse hépatique derivée de HepGe nommée
HepaPSU.

Certains polyphénols ont montré leur capacité d'induire I'apoptose, dans différentes cellules
cancéreuses. Cette apoptose est due a l'activation de p53, une protéine qui joue un réle
important dans la régulation de la croissance et de la mort cellulaire. L'activation de p53
entraine la répression des genes anti-apoptotiques, tels que Bcl-2, et I'activation des génes
pro-apoptotiques, tels que Bax. Ces génes controlent la mort cellulaire en régulant la
perméabilité de la membrane mitochondriale et la libération de cytochrome c, un facteur qui
déclenche I'apoptose (Hassan, 2018).

En 2013, Tigrine et ses collégues ont rapporté que ’extrait flavonoidique de feuille de Cléome
arabica pouvait prévenir le cancer en stimulant directement l'apoptose dans les cellules
tumorales (cing lignées cancéreuses étudiées) et en empéchant la création d'un micro-
environnement inflammatoire qui soutiendrait la progression des tumeurs. En outre, dans les
cellules cancéreuses humaines du célon de type LNCaP, les composés phénoliques tels que le
resvératrol ont la capacité de réduire la résistance aux médicaments anticancéreux en

supprimant le NF-kB et en augmentant l'apoptose associée a la voie Bax/caspase 3
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(Karunaweera et al., 2015). Ces découvertes suggérent que les polyphénols pourraient étre

utilisés comme traitements potentiels du cancer.

Dans le méme contexte, une étude de I'équipe de Yan (2009) a montré que la glucoprotéine
(40 pg/mL de lectine) extraite de I'Astragalus mongholicus chinois induisait I'apoptose des
cellules HeLa ; suite a un double marquage DAPI / PI. Cette observation a été confirmée par
microscopie a fluorescence, qui a révélé une condensation du noyau (bleu) des cellules
apoptiques. Selon Wang et Jiao (2001) ont rapporté que l'efficacité des composés
biologiquement actifs a induire I'apoptose dans les cellules cancéereuses indique une action

anticancéreuse.

La technique de coloration DAPI a été réalisée pour mettre en évidence les changements
morphologiques au cours de 1’apoptose induite par la fraction d’acétate d’éthyle d’A. gombo.
Les résultats de la présente étude confirment le comportement particulier de la fraction AEAg
pour son action cytotoxique sélective sur les cellules cancéreuses par rapport aux cellules

saines, qui peut inhiber la prolifération et induire des dommages oxydatifs et I'apoptose.
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Les résultats fournis par notre étude des deux premiers chapitres nous ont amenés a énoncer
un nouvel objectif. En effet, les polyphénols ont un pouvoir antioxydant, immunomodulateur
et anticoagulant, et ils ont un effet cytotoxique in vitro contre les cellules cancéreuses sans
endommager les cellules hépatiques normales des souris AmI12. Ils sont également sélectifs
dans leur action. Par conséquent, les composés phénoliques de cette espece A. gombo
présentent des effets cytotoxiques par induction de I'apoptose. Ces données nous ont incités a
évaluer in vivo I'effet protecteur de la fraction AEAg contre I'hépatotoxicité induite par I'agent
chimiothérapeutique DOX. A notre connaissance, l'utilisation clinique de la DOX est
désagréable et reste limitée en raison de sa toxicité cumulative aigué, qui s'accompagne a long
terme d'une altération significative des fonctions cardiaques et hépatiques. La cardiotoxicité et
I'népatotoxicité genérées par la doxorubicine sont ainsi un probleme majeur dans les
protocoles de chimiothérapie utilisant cette anthracycline a toxicité marquée (Prasanna et al
2020 ; Liu et al., 2023).

3.1. Evaluation de la toxicité aigué (Test d’innocuité de la fraction AEAg)

Dans ce travail, I’administration orale a été effectuée sur des souris males Balb/c, trois doses
de 300, 2000 et 5000 mg / kg(pc) de la fraction d’acétate d’éthyle ont éteé testé et comparées a
un lot témoin contenant des souris gavées par 1’eau distilléeselon la ligne directrice 423 de
I'OCDE (OCDE, 2011).

Les animaux ont été surveillés pendant les quatre premieres heures aprées I'administration de la
fraction d’acétate d’éthyle. Ils n'ont présenté aucun signe de toxicité pendant 14 jours, les
animaux ont survécu, il n’y a pas de mortalité, aucun signe comportemental visible de toxicité

n'a été observé tout au long de la période expérimentale.

Par conséquent, la fraction semble etre sire a un seuil de dose de 5 000 mg/kg, et la DLso a
été considérée comme supérieure a 5 000 mg/kg. Ce qui suggere que la fraction d’acétate
d’éthyle est inoffensive selon Systéeme général harmonisé de classification et d’étiquetagedes
produits chimiques (SGH, 2011). Ce résultat corrobore plusieurs travaux qui ont montré que
la toxicité aigue par voie orale (dose unique) des fabacées et particulierement les astragales et
presque pas toxique selon Echelle de Hodge et Sterner avec DLso supérieure a 5g/kg
(Boroujerdnia et al., 2011 ; Lebri et al., 2015 ; Fouda et al., 2017).
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Figure 20. Evolution du poids corporel des souris males Balb/c traitées par la fraction AEAg de la partie
aérienne A. gombo.

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type (n= 3). ns : aucune différence significative n'a été observée
entre le groupe témoin et les groupes traités.

3.2. L’effet du traitement sur les parametres biochimiques sériques ALAT, ASAT et
LDH
La cytolyse est le syndrome majeur d’atteinte hépatique, ce syndrome est fortement lié a la

lyse cellulaire qui se manifeste par le déversement de leurs contenus dans le sang.

Les transaminases alanine aminotransférase (ALAT) et aspartate aminotransférase (ASAT)
sont des enzymes présentes a l'intérieur des cellules, qui sont également des bons marqueurs
de la cytolyse hépatique. Toute lésion cellulaire ou une augmentation de la perméabilité
membranaire des hépatocytes entraine un déversement de ces enzymes dans la circulation
sanguine et également une élévation de leurs taux sériques, ce qui pourrait étre des signes de
maladies cardiaques et hépatiques (Wallace et Meyer, 2010).

Dans le méme ordre d'idées, l'augmentation de la concentration de LDH dans le sang est
associée a une cytolyse hépatique (des lésions membranaires) qui peut provoquer des
hépatites, des cirrhoses, une perte de la viabilité cellulaire suivies de nécrose et des

carcinomes hépatocellulaires, etc...
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Figure 21. Variation de I’activité enzymatique des transaminases ALAT (UI/L).

Chez les souris témoins (Tem) et les souris traitées par la fraction AEAg (250 mg/kg p.c.), DOX (15mg/kg p.c.)
et par la combinaison (AEAg/DOX).

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type (n=10). Les résultats des groupes DOX comparés aux
groupes co-traités (DOX/Fraction), et les groupes DOX sont comparés a ceux des groupes témoins et groupes
AEAg. (ns) effet non significatif (p>0.05);(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement
significatif (p<0.001)

Les résultats obtenus, présentent une augmentation hautement significative (p<0.001) des taux
sériques d’ALAT (143,28+8.421U/ml) chez les souris traitées par la DOX contre le groupe
témoin par (45,1% 5,191U/ml). En outre, la fraction d’acétate d’éthyle a controlé I’effet du
médicament chez les souris co-traitées (AEAg/ DOX) en régulant le taux d’enzyme et en
restaurant I’activité métabolique a (93,35%+6,801U/ml). En effet, une diminution hautement

significative (p<0,001) a été enregistrée par rapport au groupe DOX.

De méme, des variations sont enregistrés pour I’ASAT et LDH avec DOX (224,58+ 20,95 et
383,99+ 13,78IU/ml) par rapport a la fraction flavonoidique associé a la molécule de
doxorubicine avec (131,84+ 13,61 et 170,51+9,471U/ml), respectivement, I’AEAg a réduit
d’une maniére trés hautement significatives (p<0,001) les taux sanguins des deux enzymes
I’ASAT et LDH dans le groupe co-traité (AEAg/ DOX) comparé au groupe DOX,
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Cependant, le groupe témoin et le groupe traité seulement avec la fraction AEAg (250 mg/kg
p.c.), statistiquement, n’ont pas enregistré de différences significatives (p > 0,05) pour les
trois parametres sériques.
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Figure 22. Variation de I’activité enzymatique des transaminases ASAT (UI/L).

Chez les souris témoins (Tem) et les souris traitées par la fraction AEAg (250 mg/kg p.c.), DOX (15mg/kg p.c.)
et par la combinaison (AEAg/DOX).

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type (n=10). Les résultats des groupes DOX comparés aux
groupes co-traités (AEAQ/DOX), et les groupes DOX sont comparés a ceux des groupes témoins et groupes
AEAg. (ns) effet non significatif (p=>0.05);(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement
significatif (p<0.001)
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Figure 23. Variation de I’activité enzymatique des transaminases LDH (UI/L).

Chez les souris témoins(Tem) et les souris traitées par la fraction AEAg (250 mg/kg p.c.), DOX (15mg/kg p.c.)
et par la combinaison (AEAgQ/DOX).

Les valeurs sont données en moyenne * Ecart type (n=10). Les résultats des groupes DOX comparés aux
groupes co-traités (AEAg/DOX), et les groupes DOX sont comparés a ceux des groupes témoins et groupes
AEAg. (ns) effet non significatif (p>0.05) ;(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement
significatif (p<0.001)

Les résultats de cette étude montrent I'effet protecteur de la fraction AEAg dans le groupe co-
traité (AEAQ/DOX) par rapport au groupe témoin et au groupe DOX seul. L’analyse des
résultats obtenus a montré que I’administration de la molécule DOX a une dose unique 15
mg/kg par voie intra péritonéale a révélé des taux sériques (ALAT, ASAT et LDH) trés élevés
par rapport aux groupes témoins et aux groupes traités par la fraction seule (250 mg/kg p.c.),
confirmant clairement une atteinte hépatique significative due a I'accumulation de
doxorubicine dans le foie, qui pourrait provoquer une destruction cellulaire ou augmenter la

perméabilité des cellules hépatiques (Hozayen et al., 2014).
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Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux (EI-Moselhy et al., 2014 ; Nagai et al.,
2016 ; Mansouri et al., 2017 ; Kara Ali et Abidli, 2017 ; Hassan, 2018 ; Omobowale et al.,
2018) qui ont montré que la doxorubicine peut provoquer une hépatotoxicité qui se manifeste
par l'augmentation d'enzymes suite a la destruction d'hépatocytes, la cytolyse étant donc le
principal syndrome affectant le foie (Allard, 2020 ; Prasanna et al., 2020 ; Alhashmi et al.,
2020).

L'hépatotoxicité s'est avérée étre l'un des principaux effets secondaires associés a
I'administration de doxorubicine dans le traitement du cancer (Omobowale et al., 2018 ;
Allard, 2020 ; Alhashmi et al., 2020 ; Prasanna et al., 2020).

Toutefois, I’administration journaliere de la fraction AEAg a provoquait une diminution trés
hautement significative des paramétres étudiés (ALAT, ASAT et LDH) chez le groupe ayant
subi un co-traitement (AEAgQ/DOX). Cette diminution dépend de l'atténuation des lésions
hépatiques et explique le réle protecteur des polyphénols contre I'hépatotoxicité induite par la
DOX. Plusieurs études ont rapporté I'effet hépatoprotecteur des biomolécules de I'astragale
contre le stress oxydatif induit par la doxirubicine (Raskovi¢ et al., 2011 ;Yimam et al.,
2016 ;Nagai et al., 2016 ;Foudah et al., 2017 ; Omobowale et al., 2018 ; Bellebcir et al.,
2022 ; Kondeva-Burdina et al., 2022).

Les composés phénoliques, notamment les flavonoides, sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires. Ces propriétés pourraient contribuer a protéger contre le
cancer et d'autres maladies dégénératives (Middleton et al., 2000 ; Tigrine ,2014 ; Kilani-
Jaziri et al., 2017 ; Santos-Sanchez et al., 2019).

Les résultats de cette étude montrent que la fraction AEAgQ a une activité antiproliférative in
vitro, ce qui suggére qu'elle pourrait avoir un potentiel thérapeutique dans le traitement du

cancer.

Au cours de la derniére décennie, de nombreuses études scientifiques ont rapporté qu'un grand
nombre d'antioxydants naturels (biomolécules) ont été explorés pour réduire les effets nocifs
du DOX sur le foie (Foudah et al., 2017 ; Omobowale et al., 2018 ; Prasanna et al., 2020 ;
Bellebcir et al., 2022 ; Kondeva-Burdina et al., 2022). De ce fait, la pharmacothérapie
antioxydante serait donc un moyen efficace de réduire le stress oxydant causé par le DOX.
Notre étude confirme cette idée et montre que le co-traitement du DOX avec des molécules
antioxydantes, les flavonoides de la fraction AEAgQ, peut potentiellement atténuer

I'népatotoxicité du DOX in vivo, probablement en réduisant les EROs.
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3.3.  L’effet du traitement sur les parameétres du stress oxydant MDA et GSH
Les dommages oxydatifs ont été évalués dans les homogénats de foie en estimant le taux de
production de substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS) exprimés en

équivalents MDA et les niveaux du glutathion réduit (GSH).

Le malondialdéhyde (MDA), I’'un des marqueurs les plus étudiés du stress oxydant et un
indice de la peroxydation lipidique. Le GSH est 1’un des enzymes antioxydantes qui protégent
les cellules contre les agressions chimiques endogénes ou exogénes et leurs sous-produits
EROs. Une déplétion excessive de GSH peut conduire a un stress oxydant et a des lésions

hépatiques (Prasanna et al., 2020).
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Figure 24. Effet de la fraction d’acétate d’éthyle d’A. gombo.250 mg /kg p.c, de la DOX (15 mg/ kg p.c) et de la
combainaison (AEAg /DOX) sur I'état redox hépatique, le taux de malondialdhyde (MDA).

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type (n=10). Les résultats des groupes DOX comparés aux
groupes co-traités (AEAg /DOX), et les groupes DOX sont comparés & ceux des groupes témoins et groupes
AEAg. (ns) effet non significatif (p=>0.05);(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement
significatif (p<0.001)
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La figure 24 montre les variations de la formation du MDA hépatiques ; une augmentation
tres hautement significative (p<0,001) chez le groupe traité par la DOX (49,40+3,33nmol /
mg protéine) par rapport aux souris traitées par la fraction flavonoidique seule (250 mg/kg
p.c.) et le traitement combiné (AEAg/DOX) 21,01+1,38 et 28,88+2,06 nmol/mg protéine,
respectivement. Tandis que le groupe témoin et le groupe traité par la fraction seule (250
mg/kg p.c.) n’ont pas montré une variation significative (p > 0,05). L’atténuation des niveaux
de MDA dans le groupe prétraité avec la fraction flavonoide peut probablement étre expliquee
par la réduction de l'attaque oxydante et l'augmentation de la défense antioxydante par le
piégeage des radicaux "OH et l'arrét de la peroxydation lipidique. En revanche, les taux élevés
de MDA dans le groupe DOX sont dus a la peroxydation des lipides membranaires générée
par les EROs induits par la doxorubicine.
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Figure 25. Effet de la fraction d’acétate d’éthyle d’A. gombo (AEAQ) 250 mg /kg p.c, de la DOX (15 mg / kg
p.c) et de la combainaison (AEAg /DOX) sur I'état redox hépatique, le taux de glutathion réduit (GSH) (nmol
GSH/mg prot).

AEAg. (ns) effet non significatif (p=>0.05);(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement
significatif (p<0.001)
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Dans le méme ordre d’idée, la figure 25 montre que les niveaux de GSH chez les souris co-
traitées avec (AEAg/DOX) ont montré une augmentation hautement significative (p< 0,01)
par rapport au groupe DOX. De méme, le groupe DOX a montré une diminution trés
hautement significative (p< 0,001) des niveaux de glutathion hépatique par rapport au groupe

témoin et au groupe traité par la fraction (AEAQ).

Des études antérieures ont confirmé le pouvoir antioxydant et 1’effet hépato protecteur des
flavonoides extraits d’Astragalus monspessulanus L et d’Astragalus spruneri Boiss contre les
dommages hépatiques induits par le tétrachlorure de carbone (CCls) (Kondeva-Burdina.,
2022). Toutefois, D'autres études ont montré que I'alcesefoliside, un flavonol tétraglycoside
extrait d'Astragalus monspessulanus, et la cilymarine, un flavonolignane ont été co-
administrés avec la doxorubicine (DOX). Les résultats ont montré que ces cOmposés
réduisaient les niveaux de malondialdéhyde (MDA), un marqueur de stress oxydatif. Cet effet
pourrait étre lié au cycle d'oxydo-réduction de la DOX (Kondeva-Burdina., 2018). Dans notre
étude, nous avons obtenu des résultats similaires. Les flavonoides de la fraction AEAg ont
contribué de maniere significative a réduire les niveaux de MDA chez le groupe des souris
traitées (AEAg/DOX).

D'innombrables études ont montré que les flavonoides rétablissent la déplétion du GSH et
diminuent la production du MDA (Simeonova et al., 2015; Kondeva-Burdina., 2018 ;
Kondeva-Burdina., 2022) ; ces effets corroborent les résultats de la présente étude, dans
laguelle le GSH hépatique a révélé une déplétion tres hautement significative dans le groupe
traité par, DOX. Dans une étude publiée en 2018, Omobowale et ses collaborateurs ont
montré que l'acide gallique protége le foie des dommages causés par la doxorubicine. lls ont
proposé que l'acide gallique agisse en piégeant les radicaux libres, ce qui réduit le stress
oxydatif.

Les résultats de la présente étude ont montré que les composés phénoliques dérivés de
I'astragale empéchaient également la déplétion du glutathion hépatique et la peroxydation des
lipides induits par la doxorubicine chez les souris, cette peroxydation peut entrainer des
Iésions cellulaires et la perte de l'intégrité membranaire. Ce résultat confirme I'action suggérée
des polyphénols en tant qu'agents hépatoprotecteurs (Middleton et al., 2000 ; Foudah et al.,
2017 ; Ali et al.,2018 ; Aktas et al., 2020 ; Kondeva-Burdina et al., 2022).
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De nombreuses études ont été menées sur les effets des polyphénols, notamment des
flavonoides issus de plantes médicinales, sur I'népatotoxicité induite par la doxorubicine
(Foudah et al., 2017 ; Kara Ali et Abidli, 2017 ; Omobowale et al., 2018 ; Bellebcir et al.,
2022 ; Kondeva-Burdina et al., 2022). Les effets protecteurs des flavonoides contre
I'népatotoxicité de la doxorubicine sont également dus a leurs propriétés antioxydantes, en
particulier leur capacité a piéger les radicaux libres (Nagai et al., 2016 ; Foudah et al., 2017 ;
Ali et al.,2018).

3.4. L’effet du traitement sur I’activité des enzymes hépatiques (GPx et CAT)

Le stress oxydatif donne lieu a une toxicité lorsque le taux de génération de radicaux libres
dépasse la capacité de la cellule a les éliminer. L’organisme est doté d’un systéme de défense
antioxydant complexe localisé dans les compartiments intra et extracellulaire. Afin de
neutraliser les EROs en agissant sur leur réactivité et en la rendant stable et non réactive, il est
essentiel de lutter contre les effets toxiques. L’évaluation du stress oxydant est I’'un des
objectifs capitaux de la présente étude vue que son exploration servira a diagnostiquer les
conséquences de I’administration de doxorubicin et I’effet hépato-protecteur des flavonoides
vis avis I’hépatotoxicité induite par DOX. De ce fait, il semble étre intéressant d’évaluer les

effets sur le systéme antioxydant enzymatique (CAT, GPx).

La catalase est un groupe d’enzymes tétramériques ou chaque unité comporte une molécule
d’héme et une molécule de NADPH. Cette enzyme prévient la peroxydation des molécules
biologiques induite par I’eau oxygénée. Le role de la catalase est d’accélérer la transformation
du peroxyde d’hydrogéne H>O2 en eau et en dioxygene, pour protéger les cellules des

dommages oxydatifs.

Le glutathion peroxydase joue un role principal dans la protection de I’organisme contre les
dommages oxydants, il est capable de réduire les hydroperoxydes de lipides en composes
hydroxyles correspondants du glutathion (GSH) ou a des agents reducteurs équivalents
comme co-substrats (Arthur, 2000). La glutathion peroxydase catalyse la détoxification du

H20> et des peroxydes lipidiques par le glutathion réduit.
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Figure 26. Effet de la fraction d’acétate d’éthyle d’A. gombo (AEAgQ) 250 mg /kg p.c, de la DOX (15 mg / kg
p.c) et de la combainaison (AEAg /DOX) sur I'état redox hépatique. (A) : Glutathion peroxydase (GPx).

(B)Activité de catalase (CAT).

Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type (n=10). Les résultats des groupes DOX comparés aux
groupes co-traités (DOX/AEAQ), et les groupes DOX sont comparés a ceux des groupes témoins et groupes
AEAg. (ns) effet non significatif (p>0.05);(**) effet hautement significatif (p<0.001) (***) effet trés hautement

significatif (p<0.001).
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Les figures 26A et 26 B représentent 1’activité de la GPx et de la CAT cytosolique hépatique
chez les quatre lots de souris. Le traitement des souris avec le DOX seul (15mg/kg i.p)
provoque une diminution trés hautement significative (p<0,001) des activités CAT et GPx par

rapport au groupe ayant subi une co-administration (AEAg/DOX) et au groupe témoin.

En revanche, le groupe témoin et le groupe traité avec la fraction (AEAQ) seule (250 mg/kg
p.c.), n’ont enregistré aucune variation significative (p > 0,05) de I’activité enzymatique de la
CAT et de la GPx. L’effet de la fraction par sa composition en flavonoide dans le groupe
prétraité (AEAQ/DOX) se traduit par la normalisation significative des deux enzymes CAT et
de GPx: 0,57+ 0,015 pmol H202/min/mg protéine et 0,341+0,014 pmoles GSH
oxydé/min/mg de protéines respectivement comparés au groupes traitésaux DOX :
0,364+0,013pumol H202/min/mg protéine et 0,261+0,014pumoles GSH oxydé/min/mg. Une
normalisation distincte du profil antioxydant a été détectée dans les groupes des souris co-
traitées (AEAg /DOX). Nos résultats suggerent que les flavonoides ont un effet protecteur
contre la toxicité et les Iésions hépatiques causées par l'accumulation aigué de doxorubicine
(DOX) dans le foie.

De méme, Kondeva-Burdina et al. (2018 et 2022) ont confirmé 1’effet hépato-protecteur des
alcesefoliside et silymarine extraitsd’Astragalus monspessulanus et trois autres flavonoides
extraits d’Astragalus spruneri Boiss par la normalisation des taux des CAT et de GPx chez les
rats prétraités avec les flavonoides par rapport a des rats traités avec le tétrachlorure de
carbone (CCly). Ces résultats corroborent plusieurs travaux qui ont montré que les flavonoides
de l’astragale sont capable de stabiliser les radicaux libres et les EROs, de maintenir
I’intégrité des membranes des hépatocyte et d’empécher la diffusion de substances toxiques
(Simeonova et al., 2015; Yimam et al., 2016 ; Kondeva-Burdina et al., 2018 ; Kondeva-
Burdina et al., 2022).

Des travaux antérieurs sur des rats traités a la DOX ont montré une réduction significative des
taux de cytochrome P450 (CYP 450) et de GSH dans le tissu hepatique des rats, tandis que les
taux de glutathion et de MDA augmentent dans le tissu hépatique et les hépatocytes. En outre,
la DOX augmente le niveau des marqueurs apoptotiques tels que la caspase 3 activée (Cas 3)
et le y-H2AX phosphorylé (membre X de la famille des histones H2A) dans le foie de rat. Le
niveau élevé de y-H2AX peut étre considéré comme un biomarqueur de la réponse aux lésions
de 'ADN (Kwiecien et al., 2006 ; Prasanna et al., 2020).

Nos resultats sont en concordance avec ceux obtenus par I’équipe de Hozayen (2014), qui ont
montré que la pré-administration de rutine et d'hespeéridine a des rats traités a la doxorubicine
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(DOX) augmente les activites de la glutathion peroxydase et de la glutathion-S-transférase, et
réduit le niveau de peroxydation lipidique. On suppose que les flavonoides dérivés de plantes
médicinales, principalement des Fabacées, agissent sur le glutathion intracellulaire, qui
prévient la peroxydation lipidique des membranes (Garza, 2015 ; Kondeva-Burdina et al.,
2018 ; Kondeva-Burdina et al., 2022).

Dans le méme ordre d’idées, Gao et al. (2015) ont rapporté que la CAT fonctionne en
synergie avec le GPx pour neutraliser 1’effet des EROS produites par un agent indicateur de

stress (substance chimique) et/ou une toxicité induite par un médicament.

3.5.  Examen histopathologique

Pour étudier I'effet protecteur de la fraction d'acétate d'éthyle dose de (250 mg/kg p.c.) contre
la toxicité et les dommages causés par le DOX (dose unique 15 mg/kg p.c/l.P) chez les
souris, il est essentiel de procéder a un examen histopathologique. Cela permet de comprendre
I'évolution des processus pathologiques au sein du foie. L'observation microscopique des
coupes histo-pathologiques du foie des souris a montré que le tissu hépatique était normal
dans le lot témoin (figure 27A), présentant une architecture normale des cellules hépatiques
avec un cytoplasme clair et des noyaux normaux ; le lot prétraité avec la fraction flavonoide
AEAg (250 mg/kg p. ¢ ), présentait une architecture cellulaire normale et des altérations
structurelles insignifiantes, ce qui suggére qu'il n'est pas pathologique, cette hypothése étant
soutenue par l'architecture normale des hypatocytes intacts et des niveaux normaux d'enzymes
hépatiques (ALAT et ASAT) (figure 27B).

Selon Reungoat (2019), les cellules endothéliales sinusoidales (LSEC) du foie assurent la
tonicité vasculaire hépatique, elles tiennent les hématies mais elles permettent le passage
d’une multitude de molécules telles que les protéines plasmatiques, les lipoprotéines, les
molécules pharmacologiques, les virus et les exosomes, qui peuvent ensuite étre dirigées vers

les hépatocytes ou les cellules étoilées pour créer de la signalisation.
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Figure 27. (A) : Coupe histologique du foie groupe temoin ; (B) groupe traité par AEAg (250 mg/kg p.c)
pendant 15 jours : Hpnr : Hépatocytes normaux ; Sin : Sinusoides. Coloration, hématoxyline-Eosine.
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En revanche, les coupes hisologiques des souris ayant recu du DOX ont montré des
changements importants dans la structure du foie. Ces altérations incluent une congestion
vasculaire de la veine centrolobulaire, des signes de souffrance hépatocytaire, une dilatation
importante des sinusoides, une vacuolisation des hépatocytes, une condensation des noyaux et
une binucléation (Figure : 28A ,28B, 28C, 28D). Selon Prasanna et al. (2020), la doxorubicine
augmente de maniere significative l'expression des molécules apoptotiques intrinséques et
extrinseques telles que la protéine X associée a BCL2 (Bax) et Fas, respectivement, suite a la
formation de grandes quantités de caspase-3 et de cytochrome C (Cyt C) dans les cellules
cancéreuses et non cancéreuses, ce qui déclenche finalement une signalisation apoptotique des

deux voies.
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Figure 28. Coupe histologique du foie groupe traité par DOX. Coloration, hématoxyline-Eosine.

CV: congestion vasculaire (dilatation) ; Nc : nécrose ; Binucleation, O Ballonisation

cellulaire, Sinisoides dilatés
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Les coupes du lot co-traité (AEAgQ/DOX) ont montré des altérations structurelles notables par
rapport aux groupes temoin et AEAg seul. Ces altérations se manifestaient par une dilatation
des capillaires sinusoides, qui étaient plus larges que la normale (subnormales). L’equipe de
DelLeve (2008) et Reungoat (2019) ont montré que les LSECs sont les premiéres cellules a se
differencier en capillaires, et ce de facon tres précoce, avant méme l'inflammation et la
fibrose. En outre, on observe une hypertrophie des hépatocytes, mais une absence
remarquable de nécrose par rapport au groupe DOX. Cela nous laisse suggérer que la fraction
flavonoidique (AEAQ) a pu réduire les lésions et certains troubles causées par le stress

cytotoxique de la DOX, comme le montre la figure 29.

Nos résultats confirment ceux de Kalender et al. (2005), Nagai et al. (2015), Hassan et al.
(2017) ; Mansouri et al. (2017) et Prasanna et al., (2020). Ces études ont montré que la
doxorubicine, un type d'antracycline, induit des lésions graves du foie, caractérisées par des
altérations dégénératives des hépatocytes et une nécrose importante. Cependant, I'association

de la doxorubicine et des polyphénols a permis de réduire ces lésions de maniére signifiante.

En effet, il a été reporté que la combinaison de la bergamottine, de la catéchine, de la
quercétine et de l'acide galligue avec des médicaments anticancéreux (Doxorubicine et
Gemcitabine) peut augmenter de maniere significative I'effet apoptotique de ces médicaments
(Hassan et al., 2017). Ces résultats s’accordent avec les resultats de Kalender et ses
collaborateurs (2005), qui ont démontré que la vitamine E et la catechine exercent un effet

hépatoprotecteur contre la toxicité induite par la chimiotéhrapie a base de doxorubicin.

Par ailleurs, I'équipe de Jayameena (2018) apporte des preuves solides que la rutine inhibe la
prolifération des cellules cancéreuses du c6lon humain (HCT116) en induisant l'apoptose en
reduisant la migration des cellules HCT116 qui interrompent le cycle cellulaire en phase GO-
G1.
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Figure 29. Coupe histologique du foie groupe co-traité (DOX/AEAg/ 250 mg/kg p.c). Coloration,
hématoxyline-Eosine.

Fléche jaune: Ballonisation cellulaire ; Fléche bleu: Binucléation; Fléche rouge: sinusoides dilatés

(subnormales) ; Cellules sinusoidale O
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Dans une étude publiée en 2017, Fouda et ses collaborateurs ont montré que les rats co-traités
avec des extraits d'Astragalus echinops et d'Astragalus logopodioides, suivis d'une overdose
de paracétamol, ont présenté une amélioration significative de leur aspect histopathologique.
Cela suggére que ces extraits ont protége les hépatocytes contre les lésions hépatiques induites

par le paracétamol.

Dans le méme contexte, plusieurs études ont montré que les flavonoides peuvent avoir un
double effet sur la chimiothérapie : ils peuvent protéger les cellules normales contre les effets
secondaires de la chimiothérapie ; ils peuvent augmenter la sensibilité des cellules tumorales
aux médicaments de chimiothérapie (Hozayen et al., 2014 ; Nagai et al., 2015 ; Hassan et al.,
2017 ; Mansouri et al., 2017 ; Jayameena et al., 2018 ; Hassan, 2020 ; Kondeva-Burdina et
al., 2022).

Le stress oxydant est le mécanisme le plus probable de cette toxicité (Zhang et al., 2012 ;
Uygur et al., 2014 ; Guon et Chung, 2016). Les résultats de ce travail confirment que le DOX
diminue de maniére trés hautement significative (p < 0,001) le niveau de glutathion (GSH)
dans les tissus du lot DOX en augmentant la teneur malondialdéhyde (MDA). Sur la base de
toutes les informations citées précédemment, nous concluons que la toxicité de doxorubicine

est due a un état de stress oxydant.

Les résultats de cette étude montrent que la fraction AEAg posséde une forte activité
antioxydante. Cette étude démontre également que les polyphénols ont un effet protecteur et
apoptotique. Les résultats de [I'étude histopathologique et biochimique montrent que
I'accumulation de la doxorubicine (DOX) dans les hépatocytes provoque un stress oxydant
hépatique, ce qui entraine des dommages importants au foie. La coloration DAPI/Acridine
orange a permis de confirmer que la fraction AEAg induit I'apoptose in vitro dans les lignées

cancéreuses étudiées.
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Conclusion générale et perspective

Astragalus gombo coss & dur est une espece endémique des zones arides d'Algérie, connue
des populations locales, mais peu de données scientifiques sont disponibles sur ses propriétés
biologiques et médicinales et sur les métabolites responsables de ces propriétés.

Par conséquent, dans la présente étude, nous avons évalué les effets antioxydants,
anticoagulants, immunodulateurs, anticancéreux et hépatoprotecteurs de 1’extrait aqueux
(AQAQ) et de trois autres fractions : AEAg, NBAg et MEAg, obtenues par fractionnement
bioguidé. La premiére partie de cette étude vise a identifier les molécules bioactives

responsables des propriétés thérapeutiques traditionnelles de I’A. gombo

Sur la base des recherches effectuées dans cette étude, I'analyse LC-ESI-MS a révélé que les
flavonoides et les acides hydroxycinnamiques constituaient les principaux groupes de
composes phenoliques dans les différents solvants. L’activité antioxydante est exploitée par
différentes approches : le test DPPH, la chélation du fer ferreux et le pouvoir réducteur qui
s'est averé significativement plus puissant que le contréle positif BHA, un antioxydant

commercial.

L'activité phagocytaire est menée sur les fractions AEAg et NBAg, dont I'index phagocytaire
marqué indique une stimulation du SRE de maniere dose-dépendante. En effet, les

flavonoides dérivés d’A. gombo ont révéleé un effet immunodulateur significatif.

L'effet anticoagulant des fractions est évalué ex vivo, AQAg, NBAg et AEAg ont enregistré
un allongement du temps de prothrombine (TP) sur la voie intrinséque, en particulier, NBAg
et AEAg ont significativement (P<0,001) allongé le temps de coagulation sur la voie
intrinseque TCK. Cependant, les composés phénoliques de I'AQAg ont inhibé la formation de

caillots et augmenté le TP de maniére dépendante du solvant.

L'activité anticancéreuse de la fraction AEAg a montré un potentiel antiprolératif significatif
contre les cellules Hela, avec une ICso de 108,8 pg/mL. En revanche, son effet sur les cellules
MCF-7 a été moins significatif, avec une IC50 de 168,4 pg/mL. Il convient de noter que
I'évaluation des lignées cellulaire par rapport a un extrait d'origine d’A.gombo a été réalisée

pour la premiere fois.

Les cellules hépatiques normales de Souris (AmI12) se sont avérées viables aprés traitement a
I'AEAQ a des concentrations supérieures a 2000 pug/mL, ce qui indique un indice de sélectivité

trés élevé.
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Conclusion générale et perspective

En effet cet indice a montré que les flavonoides contenant a la fraction d’acétate d’éthyle ont
une action cytotoxique préférentielle sur les cellules cancéreuses par rapport aux cellules
saines. Ainsi, Le traitement des lignées cellulaires Hela, MCF-7 et AmIl2 avec la
concentration 1C50 d'’AEAg pour chaque lignée, pendant 24 heures, a induit un effet

apoptotique, comme I'a montré la technique de double coloration DAPI/AOQ.

Au vu de ce qui précede, les résultats obtenus in vitro avec la fraction d’acétate d’éthyle
d'A.gombo dans la premiere partie de cette étude nous ont incités a évaluer la toxicité in-vivo
et plus particulierement I'effet hépato-protecteur de la fraction AEAg contre la toxicité aigue
provoquée par la doxorubicine. Le test d’innocuité a confirmé que la plante A. gombo est

inoffensive a un seuil de dose de 5000 mg/kg.

L'extrait d'acétate d'éthyle a pu prévenir I'hépatotoxicité et réduire le stress oxydant médié par
la doxorubicine. Cela a été démontré par la normalisation des biomarqueurs du stress oxydant
(MDA et GSH), et de l'activité enzymatique cytosolique hépatique (CAT et GPx), la
régulation des enzymes sériques (ASAT, ALAT et LDH). En outre, I'étude histopathologique
a montré que l'extrait a pu réstaurer les lésions histologiques du foie causés par le stress

cytotoxique généré par la doxorubicine.

Les résultats obtenus dans cette étude sont prometteurs, mais des études supplémentaires sont

nécessaires pour :

> ldentifier avec précision des molécules et de leur synergie impliquées dans I’effet
anticoagulant ;

» L'agent immunostimulant doit étre étudié plus amplement en déterminant la structure
moléculaire des flavonoides et en évaluant son activité immunomodulatrice in vivo.

> Evaluation de l'effet anticancéreux de différents extraits sur plusieurs lignées
cancéreuses en élucidant les protéines responsables de I'activation de la cascade
apoptotique, en particulier I'effet des molécules d'intérét sur le fonctionnement de
I'action pro-apoptotique.

» L’investigation du cycle cellulaire en générale

» Une culture de cette espéce et un investissement dans ces molécules seraient judicieux,
en collaboration avec des chercheurs en botanique, en chimie et en agronomie pour

développer des méthodes de culture et de transformation efficaces.
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Abstract
The arid and semi-arid regions of Algeria are home to the endemic species Astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge, a plant widely utilized in traditional
medicine for treating snake and scorpion stings. This study focused on the extraction of the plant's aerial part using an 80/20 methanol/water mixture and water
(AQAQ), subsequently fractionating the initial crude extract with methanol, n-butanol (NBAg), and ethyl acetate (AEAQ). Analysis via LC-ESI-MS revealed that all
fractions contained 25 compound, predominantly flavonoids and hydroxycinnamic acids. Remarkably, AEAg exhibited superior antioxidant activity compared to the
positive control, BHA, demonstrating the highest reducing capacity across all conducted assays, closely followed by the NBAg fraction. Both AEAg and NBAg
fractions notably increased phagocytic activity, augmenting the reticuloendothelial system. Additionally, these fractions displayed the capability to trigger the
coagulation cascade in an anticoagulant activity test. Upon evaluating the AEAg fraction's cytotoxicity against HeLa and Mcf-7 cells, it became apparent that cancer
cells displayed greater susceptibility to the fraction than healthy cells, indicating a significant selectivity index (SI) for AmI12 mice normal liver cells. Moreover,
combined DAPI/AO staining unveiled a pronounced apoptotic effect. Investigating AEAg's protective effects against doxorubicin-induced oxidative stress in Balb/c
mice revealed that doxorubicin administration intraperitoneally (15 mg/kg i.p.) induced severe hepatotoxicity. This was evidenced by increased hepatic MDA levels,
decreased hepatic reduced glutathione levels, reduced CAT and GPx enzyme activity, and a highly significant (p < 0.001) rise in liver enzymes (ALAT and ASAT)
and LDH. However, AEAg pretreatment protected mice from doxorubicin-induced ROS aggression in hepatocytes, averting liver malfunction and maintaining a
balanced redox state within the cytosol and hepatocytes. In summary, this investigation highlights the potential of A. gombo, particularly the AEAg fraction, as a
promising source of bioactive compounds with antioxidant, immunostimulant, and antiproliferative properties. Keywords: Astragalus gombo, phenolic compound,
LC-ESI-MS analysis, antioxidant, anticoagulant, phagocytic, MTT test, apoptosis, doxorubicin, hypato-toxicity.
Résumé
Les régions arides et semi-arides de I'Algérie abritent I'espéce endemique Astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge, une plante largement utilisée dans la
médecine traditionnelle pour traiter les pigQres de serpents et de scorpions. Cette étude s'est concentrée sur I'extraction de la partie aérienne de la plante a l'aide d'un
mélange méthanol/eau 80/20 et d'eau (AQAGQ), suivie du fractionnement de I'extrait brut initial avec du méthanol, du n-butanol (NBAQ) et de l'acétate d'éthyle
(AEAg). L'analyse par LC-ESI-MS a révélé que toutes les fractions contenaient 25 composés, principalement des flavonoides et des acides hydroxycinnamiques.
Remarquablement, AEAg a présenté une activité antioxydante supérieure au témoin positif, le BHA, démontrant le plus fort pouvoir réducteur dans tous les tests
réalisés, suivi de pres par la fraction NBAg. Les fractions AEAg et NBAg ont notablement renforcé lactivité phagocytaire, augmentant le systeme
réticuloendothélial. De plus, ces fractions ont montré la capacité de déclencher la cascade de coagulation dans un test d'activité anticoagulante. Lors de I'évaluation
de la cytotoxicité de la fraction AEAg contre les cellules HeLa et Mcf-7, il est apparu que les cellules cancéreuses étaient plus sensibles a la fraction que les cellules
saines, indiquant un indice de sélectivité significatif (IS) pour les cellules hépatiques normales de souris AmI12. De plus, la coloration combinée DAPI/AO a révélé
un effet apoptotique prononcé. L'étude des effets protecteurs de I'AEAg contre le stress oxydant induit par la doxorubicine chez les souris Balb/c a révélé que
I'administration intrapéritonéale de doxorubicine (15 mg/kg i.p.) entrainait une hépatotoxicité sévere. Cela s'est traduit par une augmentation des niveaux hépatiques
de MDA, une diminution des niveaux hépatiques de glutathion reduit, une réduction de I'activité des enzymes CAT et GPX, et une augmentation trés significative (p
< 0,001) des enzymes hépatiques (ALAT et ASAT) et de la LDH. Cependant, le prétraitement & 'AEAg a protégé les souris de l'agression induite par la
doxorubicine sur les hépatocytes, prévenant ainsi un dysfonctionnement hépatique et maintenant un état redox équilibré dans le cytosol et les hépatocytes. En
résumé, cette étude met en lumiére le potentiel d'A. gombo, en particulier de la fraction AEAg, en tant que source prometteuse de composés bioactifs aux propriétés
antioxydantes, immunostimulantes, et antiprolifératives. Mots clé : Astragalus gombo, composés phénoliques, analyse LC-ESI-MS, l'activité antioxydante,

phagocytaire et anticoagulante, test MTT, apoptose, doxorubicine, hépato-protecteur
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Figure : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (A), de la quercétine B) et de la catéchine (C). Les

valeurs sont exprimées en moyenne + SD (N=3).
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Annexe

Réactifs fournis pour le dosage de Pactivité ASAT (Kit SPINREACT)

Réactif R1
Tampon Tris PH 7,8, ..o 80 mmol/Il
LA PaAItAtE. .. ettt e 200 mmol/I
Réactif R2
NADH. ..o 0,18 mmol/I
1510 PPN 800 U/I
MDD H. . 600 U/I
OXOGIULATALE. ... e et ettt et aas 12 mmol/I

Réactifs fournis pour le dosage de Pactivité ALAT (Kit SPINREACT)

Réactif R1
Tampon Tris PH 7,5, ..o 100 mmol/l
ALANINE. ...t 500 mmol/I
Réactif R2
N A D H . ..o 0,18 mmol/I
LD H ot 1200 U/I
OXOGIULATALE. . ..o v ettt et ettt et et et e et e et e e e e e re s 15 mmol/I

Réactifs fournis pour le dosage de Pactivité LDH (SPINREACT)

Réactif R1
Tampon Tris PH 7,2, ...t 80 mmol/Il
PYTUVALE. ...ttt e e e e 1,6 mmol/I
NACL . 200 mmol/I
Réactif R2
N A D H . ..o, 0,2 mmol/l

Solution fournie pour le broyage des organes

Tampon TBS
TS ettt et e 50 mmol/I
NG .t 150 mmol/I
PH T e -

Solutions fournies pour ’histologie

Solution 1: Bouin alcoolique

Formol 26 ml
Acide acétique 7ml

Solution a 1% d’acide picrique dans 1’alcool 95 °C 45 ml
H-O distillée 22 ml

Solution 2 : Butyle paraffine

BUtanol. ..o, 1 volume
Paraffine fiIltrée 8 I EtUVE. ...onneii e e e, 1 volume




Annexe

Solution 3 : Hématoxyline

8 13211017 1 T T 50
Ethanol @bSOIU. ......ouiniee e e 50 ml
ATUN A€ POASSC. ..ttt ittt e 100 g
[ P 2 ] 8 1 T 11
OXYde METCUIIQUE TOUZE. ..t vt evtententeetentententeneeneeeateaneaeeeaneaeeneanenens 2590

Solution 4 : Eosine

BOSINe. .ttt 24
H20 distillée. .. v v 100 ml

Solutions fournies pour le dosage des protéines

Solution finale = 50 ml solution 1 + 1 ml solution 2 + 1 ml solution 3

Solution 1 :

N2 O3, oot e e, 2%
NaAOH ... 0,IN

CUSO. 1%

Solution 3:
tartrate double de Na et de K. ...ooooiiiiiii e e 2%

Solutions fournies pour le dosage des TBARS
TCA-BHT :

O A e e 20% (w/v)
BH T ..o 1% (wiv)

i B T 26 mmol/I
B A . e 120 mmol/I
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ABSTRACT

Astragalus gombo Coss. & Dur L. Ex-Bunge is an endemic species of Algerian
arid and semi-arid regions, however, is commonly used in traditional medi-
cines. The aerial part was extracted by 80/20 methanol/water and water.
The first crude extract was fractionated by ethyl acetate, n-butanol and
methanol. LC-ESI-MS analysis revealed 25 compounds among all fractions.
The major identified phenolic acids in ethyl acetate (EAAg) fraction were the
p-coumaric flowed by tans-ferulic acid (1315 and 370 pg/g extract, respec-
tively). Moreover EAAg exhibited high amounts of flavonoides (cirsiliol and
quercetin-3-O-galactoside by 1155 and 491 pg /g extract, respectively). EAAg
fraction was the most effective antioxidant in all assays tested, followed by
NBAg fraction. The EAAg exhibited higher antioxidant activity than positive
control BHA. Excellent and significant linear correlations were displayed be-
tween phenolic compounds and antioxidant capacities. Hence, both of frac-
tions enhanced the phagocytic activity by stimulating the reticuloendothelial
system at different doses 50, 70 and 100 mg/ kg compared. Results of antico-
agulant activity assay revealed that AEAg, EAAg and NBAg prolonged pro-
thrombin time and activated partial thromboplastin. Cytotoxicity assay of
EAAg fraction against HelLa and Mcf-7 cells revealed an ICs, values 108.8+1.8
and 168.4+1.6ug/mL, respectively, after 48h of incubation. Hence,The EAAg
fraction displayed significant selectivity index (SI) towards normal mouse
liver cells Aml12. The results presented clearly that A. gombo have a poten-
tial to be used as a natural antioxidant, especially the EAAg fraction, as an
original source of bioactive molecules with anti proliferative activities and
immunopromising effects.

1. Introduction

Oxidative stress, which induced by oxygen radicals
is believed to be a primary factor in diverse degen-
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erative diseases for the reason that they damage
the structures of cells, lipids, membranes, proteins
and DNA (Wang et al., 2017). The control of the
cytotoxic Reactive Oxygen Species (ROS) is usually
provided by antioxidant systems. An antioxidant
can be defined as any substance able at relatively
low concentration, to compete with other oxidiza-
ble substrates, to delay or to prevent their oxida-
tion (Ghasemzadeh et al., 2012; Santos-Sanchez et
al., 2019). In order to reduce ROS-induced oxidative
damage, antioxidants are shown as the most im-
portant effects in the treatment of various health
problems (Wang et al., 2017; Santos-Sanchez et al.,
2019). Currently, antioxidants are used as food ad-
ditives for their beneficial effects, such as several
synthetic antioxidants like butylated hydroxyani-
sole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT).
However, in recent decades, Scientifics confirm the
noxious and side effects of these synthetic mole-
cules, which require an intense research for new
bio-substance and efficient antioxidants (Amoussa
et al.,, 2015). Phenolic compounds are considered
the most possible molecules to neutralize free radi-
cals, which gives them an important efficacy in the
treatment of various diseases (Gulcin, 2020). Fur-
thermore, many phenolic compounds isolated from
plants have important effects as natural antioxidant
(Kilani-Jaziri et al., 2017), For example, coumarins
have important antiaggregant platelet effects (Lee
et al., 2003),hydroxycinnamic acids were reported
as anticancer compounds (Rocha et al., 2012), and
catechin revealed an immunomodulatory capacity
(Sunil et al., 2019).

Astragalus genus is an important medicinal plant,
used in popular medicine throughout the world,
considered the largest legume (Fabaceae) family of
flowering plants (Podlech, 2008). They are account
over 2000 species noted in several sections, and 15
of those in the Sahara of Algeria (Quezel and Santa,
1962; Ozenda, 2004; Benferdia et al., 2021).
Astragalus gombo Coss. & Dur is an endemic spe-
cies, the vernacular name is Feila due to the Arabic
name Foul (beans) that relates to its pod shape.
Many Astragalus species are useful as fodder
plants and ornamentals (Ould El hadj et al., 2003),
as a medicinal plant, they are a useful source for
the production of important drugs (Niknam and
Ebrahimzadeh, 2002; Podlech, 2008). During the
last two decades, the interest in chemical constitu-
ents of various species of the genus Astragalus has
been increased. Additionally, members of the ge-
nus Astragalus are chemically investigated, show-
ing the production of many molecules such as poly-

saccharides, flavonoids and saponins (Wang et al.,
2013; Benchadi et al., 2013; Khalfallah et al., 2014;
Maamria et al., 2015). Moreover, numerous studies
have presented biological and pharmacological ac-
tivities (Labed et al., 2016; Jaradat et al., 2017; Sa-
lem et al., 2020) of various Astragalus spp. Also anti
-proliferative, cytotoxicity and immunomodulatory
activities (Zhang et al ., 2012; Ibrahim et al., 2013;
Nikbakht-Brujeni et al., 2013; Sunil et al., 2019; Sa-
lem et al.,, 2020) mainly hepatoprotective and
chimioprotector were reported (Soliman et al.,
2013; Foudah et al., 2017).

This work aimed to determine secondary metabo-
lites of aerial parts of A. gombo and to screen their
phenolic profile by LC-ESI-MS analysis, to investi-
gate the antioxidant properties, phagocytic, antico-
agulant and cytotoxic activities of the different frac-
tions. To date, no scientific evidence has yet
demonstrated the biological and pharmacological
aspect of A. gombo phenolic compounds. What is
more, this present study investigate the chemical
composition of methanolic extract, ethyl acetate
and n-butanol by LC-ESI-MS analysis, for the first
time

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and standards

HPLC grade methanol, ethyl acetate and n-butanol
were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Chemical standards, at the purity > 98%,
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Activated partial thromboplastin time
(aPTT) reagent, Prothrombin Time (PT) reagent
were purchased from Biolabo SAS France.

2.2. Plant materials

Aerial partsof A. gombo were collected from El-
hadjeb area (146 m of altitude, 34° 47' 25" N/ 5°
35’ 49"”E) on March, 2017 (Biskra, Algeria). The col-
lected plant was identified at the Technical Insti-
tute for the Development of Saharan Agronomy
(TIDSA). Voucher specimens (FA-027) were stored
in the Herbarium of TIDSA, Biskra, Algeria. All the
organs were dried in the shade and protected from
humidity, and then were grounded to obtain a fine
powder which was used to carry out the various
analyses.

2.3. Extracts and fraction preparation

Powder of A. gombo (40 g) was macerated in 600
mL of water/methanol (80:20 v/v) three times (72
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hours), at room temperature (solid-liquid extrac-
tion). The mixtures were concentrated under vacu-
um at 50 °C. The obtained crude extract was dis-
solved in boiling water for 24 hours, then frac-
tioned successively with ethyl acetate, n-butanol
and methanol (liquid-liquid extraction) according to
Markham (1982).

Aqueous extract was prepared by reflux method;
30g of fine powder was suspended in 300 mL of
distilled water then kept at 40° for 30 mn and fil-
tered through Whatman No.4 filter paper (Ferreira
et al., 2013). Organic phases and aqueous extract
were vacuum-evaporated at 45 °C using Hei-
dolphRotavapor. The obtained fractions named
ethyl acetate (EAAg), n-butanol (NBAg), methanol
(MEAg) and aqueous extract (AQAg) were weighed
and stored at 4 °C until analysis.

2.4. Determination of total phenolic compounds
(TPC)

The total phenolic content (TPC) of different sam-
ples was determined by the Folin-Ciocalteu reagent
assay (Singleton and Rossi, 1999). A 200 uL of each
sample was added to 1 mL of Folin-Ciocalteu’s rea-
gent and 0.8 mL of 7.5% sodium carbonate solution
in a test tube. The mixtures were agitated for 30
min, and by Jenway 6310 UV-vis spectrophotome-
ter, the absorbance was measured at 765 nm. The
total phenolic amount was expressed in terms of
mg gallic acid equivalents per gram of dry weight
(mg GAE/g DW).

2.5. Determination of total flavonoid (TFC)

Total flavonoid content (TFC) was measured by a
colorimetric assay according toDewanto et al
(2002). A volume of 0.5 mL of each extract was
mixed with a 75 pL of NaNO, solution, stirring for 6
min, before adding 0.15 mL AICl; (100 g/ L). Then,
0.5 mL of NaOH (1 M) was added, after 5 minutes.
The final volume was adjusted to 2.5 mL with dis-
tilled water. The absorbance of the mix was meas-
ured at 510 nm against the same mixture, without
the sample. Total flavonoid content was expressed
as mg quercetin/g dry weight (mg QE/ g DW).

2.6. Quantification of total condensed tannins
(TCT)

Proanthocyanidins were measured using the vanil-
lin assay described by Sun et al. (1998) with slight
modifications. Diluted samples (50uL) were added
to 3 mL of 4% methanol vanillin solution and 1.5 mL
of H,SO, and shaked by vortex. After 15 min at

room temperature, the absorption was measured
at 500 nm against extract solvent as a blank. The
amount of total condensed tannins was expressed
as mg catechin /g dry weight (mg CE/ g DW).

2.7. Liquid Chromatography-electrospray loniza-
tion-Tandem Mass Spectrometry (LC-ESI-MS) Anal-
ysis

The n-butanol, ethyl acetate and methanol frac-
tions fine dry powder were dissolved in the corre-
sponding solvent. The resulted solution (4 mg/mL)
was filtered through a 0.45 um film filter, and then
injected into the HPLC column. LC-ESI-MS analysis
was carried out by LC-MS-2020 quadrupole mass
spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) powered by
an electrospray ionisation source (ESI) and operat-
ed in a negative ionization mode. Mass spectrome-
ter was coupled online with an ultra-fast liquid
chromatography system consisted of a LC-20AD XR
binary pump system, SIL-20AC XR autosampler,
CTO-20AC column oven and DGU-20A 3R degasser
(Shimadzu, Kyoto, Japan). For analysis, An Aquasil
C18 column (Thermo Electron, Dreieich, Germany)
(150 mm x 3 mm, 3 um) connected to an Aquasil
C18 guard column (10 mm x 3 mm, 3 um, Thermo
Electron) were used. The mobile phase was con-
tained two solvent: A (0.1% formic acid in H,0, v/v)
and B (0.1% formic acid in methanol, v/v) with a
linear gradient elution: 0-45 min, 10-100% B; 45-55
min, 100% B. The column temperature was fixed at
40°C, the flow rate of the mobile phase was 0.4
mL/min, and 5 pL for each injection. The spectra
were checked in SIM (Selected lon Monitoring)
mode and executed by Shimadzu LabSolutions LC-
MS software. The mass spectrometer was operated
in negative ion mode with a capillary voltage of -3.5
V, a nebulizing gas flow of 1.5 L/min, a dry gas flow
rate of 12 L/min, a DL (dissolving line) temperature
of 250°C, a block source temperature of 400°C, a
voltage detector of 1.2 V and the full scan spectrum
from 50 to 2000 Da.

2.8. Antioxidant activity
2.8.1. DPPH radical scavenging assay

The free radical scavenging activities of A. gombo
fractions were measured by DPPHe method accord-
ing to Kirby and Schmidt (1997) with some modifi-
cations. Briefly, 500 uL of each sample at different
concentrations were added to 375 pL of ethanol
and 125 pL of a DPPH solution (0.2 mM) in ethanol)
as a free radical source. The mixtures were incubat-
ed for 60 min in the dark at room temperature.
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Scavenging capacity was measured by JENWAY
7315 spectrophotometer at 517 nm. The lower ab-
sorbance of the reaction mixture indicated higher
free radical scavenging activity. The scavenging of
DPPH radical in percentage was calculated by the
following equation

scavenging aCﬁVity (%) = [(Acontrol + Ablank_AsampIe) /
(AControI)] x 100

where Anirol IS the absorbance of the control reac-
tion. The blank tube contains all reagents except
the DPPH solution, and Agmple is the absorbance of
A. gombo extracts with the DPPH solution. Querce-
tin and ascorbic acid were used as positive control.
The ICso was defined as the concentration of the
sample necessary to reduce the absorbance of
DPPH by 50%, were calculated from the plot of in-
hibition percentage against concentration.

2.8.2. Ferric reducing antioxidant power

The reducing power of A. gombo fractions was de-
termined by the method of Yildirim et al. (2001).
Sample solutions (0.5 mL) at different concentra-
tions were mixed with 1.25 mL of 0.2 M phosphate
buffer (pH 6.6) and 1.25 mL of 1% (w/v) potassium
ferricyanide. The mixtures incubated for 30 min at
50°C. After 15 min incubation at room tempera-
ture, 1.25 mL of trichloroacetic acid (10%, w/v) was
added and the reaction mixtures were centrifuged
for 10 min at 2500 g. A 1.25 mL aliquot of the su-
pernatant from each sample mixture was mixed
with 1.25 mL of distilled water and 0.25 mL of 0.1%
(w/v) ferric chloride solution. After a 10 min reac-
tion time, the absorbance of the mixture was meas-
ured at 700 nm. The higher absorbance of the reac-
tion mixture indicated higher reducing power. Val-
ues presented are the mean of triplicate analyses.
ECso value (ug fraction/mL) is the effective concen-
tration in which the absorbance was 0.5 for reduc-
ing power and was obtained by interpolation from
linear regression analysis. BHA was used as stand-
ard.

2.8.3. Ferrous ion-chelating activity

The chelation of ferrous ions by A. gombo samples
was assessed as described by the method of Carter
(1971).Briefly, 100 pL of each extract at different
concentrations were mixed with 50 puL of 2 mM
FeCl,, 4 H,O and incubated at room temperature
for 5 min. The reaction was initiated by the addi-
tion of 100 pL of 5 mM ferrozine solution and
2750uL of deionized water. The mixture was vigor-
ously shaken and left to stand at room temperature

for 10 min. The absorbance was then measured at
562 nm. The inhibition of ferrozine-Fe** complex
formation was calculated as follows:

Ferrous ion-chelating activity (%) = [(Acontrol * Ablank—
Asample) / (AControI)] x 100

where Agnwo iS the absorbance of the control
(without sample), Apankis the absorbance of the
blank (without ferrozine) and Agmple is the absorb-
ance of the mixture containing the extract. EDTA
was used as positive control.

2.9. Phagocytic activity
2.9.1. Animals

Male BALB/c mice (2-2.5 month old) from Pasteur
institute Algeria, weighing (28- 32 g) were used to
determine the phagocytic activity. The animals
were kept under standard laboratory conditions
[temperature (23+2°C) and light (12 h day, 12 h
night)]. They are having free access to food and
water. Nourishment was provided in the form of
dry croquettes (SARL Production, Bouzareah, Alge-
ria). The experiments were performed according to
ethical principles and guidelines provided by the
Committee for the Purpose of Control and Supervi-
sion of Experiments on Animals (CPCSEA). Authori-
sation for animal studies has been obtained from
the Ethics Review Committee of Faculty of Natural
and Life Sciences, University Mohamed Kheider-
Biskra, Algeria (approval ref no. 307/V.D.P.G.).

2.9.2. Phagocytic index

The phagocytic index was determined in vivo by the
carbon clearance rate test as described by Biozzi et
al. (1953). EAAg and NBAg were prepared at the
same concentrations of 50, 70, and 100 mg/kg in
0.9% NaCl. Animals were divided into four groups,
containing four mice in each one. Group control
(Geontrol) Was given only 0.9% NaCl (0.5 mL/mouse),
Gso, Gyp and Giop Were also administered by intra-
peritoneal injection with 50, 70 and 100 mg/kg,
respectively. After 48 h, the carbon ink suspension
was injected via the caudal vein to each mouse at a
dose of 0.1 mL /10 g. The mixture contained 3 mL
black carbon ink, 4 mL saline solution and 4 mL of
3% gelatin solutions. Blood samples were taken at
5 and 15 min using glass capillaries from the retro
orbital vein and mixed with 4 mL of 0.1% Na,CO;
solution for the lysis of erythrocytes. Then, the ab-
sorbance was read at 675 nm. The phagocytic activ-
ity is expressed by the phagocytic index K that
measures all the reticuloendothelial system func-
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tion in the contact with the circulating blood. The
clearance rate is expressed as the half-life period of
the carbon in the blood (ti;;, min). Calculations
were performed by the following equations:

K= [(InODl—InODz) / (tz't]_)] t, = 0,693/K

where OD; and OD, are the optical densities at
times t; and t, respectively.

2.10. Anticoagulant activity

Anticoagulant activity of phenolic compounds from
A. gombo, were determined using prothrombin
time test (PT) and the activated partial thrombo-
plastintime-Kaolin (aPTT) as exogenous and endog-
enous coagulation pathway, respectively, as de-
scribed by the method of Athukorala et al. (2007).
Firstly, aliquots of 90 uL of plasma were mixed with
10 plL of extracts at concentration of 100 mg/ mL
incubated for 10 min.Then, 200 uL of thromboplas-
tin pre-incubated for 10 min at 37 °C was added.
Similarly, to assess aPTT, the mixtures of plasma
and sample of different solvents were incubated
for 1 min at 37 °C. Then 100 uL of aPTT reagent was
added to the mixture and incubated for 5min at 37°
C. Thereafter, clotting was induced by adding 100
puL CaCl, (0.025 M).The clotting times of PT and
aPTT were recorded by optical coagulometer until
fibrin clot formation. PT and aPTT were expressed
in terms of clotting time in seconds. Normal saline
solution was used as negative control, heparin and
some phenolic compounds such as catechin, quer-
cetin and acid ascorbic were used as positive con-
trol at concentration of 20 mg/mL.

2.11. Cytotoxicity assay
2.11.1. Cancer cell lines and Healthy cells

Three cell lines were assessed for cytotoxicity assay
human cervix adenocarcinoma(HelLa) and human
breast adenocarcinom (Mcf-7) cells and normal
mouse liver cells (Aml12). Cell lines were obtained
from The American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA.). Grown with Dulbecco's Mini-
mum Essential Medium (DMEM) and HAMS F 12
(1:1) supplemented with 5% fetal bovine serum
(FBS), 1% glutamine, 100 U/mL of penicillin, and
100 pg/mL of streptomycin (GIBCO, NY, USA). The
cells were incubated at 37°C in a humidified atmos-
phere of 5% CO,.

2.11.2. MTT assay

The most potent fraction EAAg was subjected to
evaluate the cytotoxic activity by MTT assay ac-

cording to Mosmann (1983), with slight modifica-
tion. The assay is based on the capacity of viable
cells to reduce the yellow substrate MTT into a
dark blue formazan product; this product is propor-
tional to the living cell amount and inversely pro-
portional to the amount of cytotoxicity. Briefly, cell
lines were seeded for 24 hours in 96-well micro-
plates in 180 pl of growth medium with 1x10°cells
in each well in a recommended conditions incuba-
tor (37 °C, 5% CO,). The microplates were treated
by the ethyl acetate fraction at ten different doses
(3.9 to 2000pg/mL) and incubated at 37°C for 48 h
in 5% CO,. Then, 10 pL of MTT was added to each
well (5 mg/mL) and the incubation was continued
for 4 h. After this, 100 pL of DMSO was added to
each well. The absorbance (A) was measured at
570 nm by a microplate reader. Cytotoxicity was
expressed as the concentration of EAAg inhibiting
cell growth by 50% (ICs). All doses were tested for
8 replicates; the control twice(cells left untreated)
and the experiment three times were evaluated.

Selectivity index was measured by the following
equation

Sl = [cytotoxicity of the EAAg fraction in normal cells
(CC50)] / [cytotoxicity of the EAAg fraction in cancer
cells (1C50)]

2.12. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with Statistica
8.0 software, StatSoft Inc., USA. The mean differ-
ences between tests were examined using Tukey
test and compared by one-way analysis of variance
(ANOVA). Differences were considered significant
at p-value < 0.05. Pearson correlation coefficients
(r) between the TPC, TFC and TCT of the samples
and the calculated ECsy values in each antioxidant
assay were determined.

3. Results and discussion

3.1. Yield and screening of total phenols, flavonoid
and tannins of A. gombo

A. gombo has been extracted with different sol-
vents of varying polarities: ethyl acetate, n-butanol,
methanol and water .Yields displayed a large varia-
tion among different solvent extracts, as showed in
Table 1. The highest extraction yield was recorded
for the AQAg extract with 18.24%, followed by
MEAg fraction, 15.52%, while the lowest propor-
tions were marked by both of fractions EAAg and
NBAg (4.54% and 8.13%, respectively).

The amounts of TPC were carried out by Folin-
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Ex- Yield TPC TFC TCT

tracts | (%) (mg (mgQE/ | (mgCE/g
GAE/g gDbW) DW)
DW)

AQAg | 18.24% | 84.48%+ 10,20+ 20.71+
1.58° 0.33° 2.61°

MEAg | 15.52% | 98.74%+ 47.84+ 25.82+
1.75° 1.22° 1.39°

EAAg | 4.54% | 43.50+ 68.79+ N D
1.42° 1.09°

NBAg | 8.13% 22.52+ 34.46+ N D
0.73° 1.02°

Table 1: Yield extracts, total polyphenols (expressed as mg
GAE/ g, DW), flavonoid and condensed tannin contents
(expressed as mg QE/ g, DW and mg CE/ g, DW) respective-
ly in the aerial parts of A. gombo.

Values (means of three replicates) of each parameter fol-
lowed by the same letter are not significantly different at P
< 0.05. ND: not determined. MEAg: methanolic fraction.
EAAg: ethyl acetate fraction. NBAg: n-butanol fraction.
AQAg : aqueous extract

ciocalteu assay and the results were shown in Ta-
ble 1. The total phenolics ranged from 22.52 to
98.74 mg GAE/ g DW. The highest content of total
phenolic was found in methanol fraction (98.74 mg
GAE/ g DW) followed by the aqueous extract (84.48
mg GAE/g DW). These results were in agreement
with the reports of Niknam and Ebrahimzadeh
(2002), in which the content of total phenolic in
roots of 20 species of Astragalus is higher in the
methanol /water (80/20, v/v) extract than those of
aqueous extracts. Moreover, total phenolic content
in Phaseolusradiatus leaves (Fabaceae), studied by
Fidrianny et al. (2015) displayed that the highest
TPC in the ethanolic extract compared to ethyl ace-
tate extract. Generally, higher phenolic contents
are detected when combined organic solvent with
water, than total organic solvent (Grujic et al,
2012). Therefore, these variations may be attribut-
ed to the polarities of metabolites present in crude
materials, mainly to the effect of solvent extraction
(Cuellar et al., 2018).

As shown in Table 1, the highest content of total
flavonoids was found in the EAAg (68.79 mg QE/g
DW) followed by MEAg, NBAg and AQAg which
contained 47.8, 34.13 and 10.20 mg QE/g DW, re-
spectively. Thus, in agreement with report of Fidri-
anny et al. (2015), which stated that total flavo-
noids of ethyl acetate extract from leaves P. radia-
tus (Fabaceae) had higher amounts compared to
ethanolic extract. Furthermore, MEAg exhibited the
same trend with content of flavonoids from the
methanolic extract of four Palestinian Astragalus
species (Jaradat et al., 2017). In comparison with

the finding of Guettaf et al. (2016), AQAg had high-
er amounts of flavonoid than the aqueous extract
of Ononis angustissima, although belongs to the
same area even if the same family. Indeed, the pre-
sent results are in agreement with previous work
and corroborate the presence of flavonoids from
the aerial parts of Algerian Astragalus genus
(Benchadi et al.,, 2013; Khalfallah et al.,, 2014,
Maamria et al., Labed et al., 2016).

The obtained results indicated that both of MEAg
and AQAg contained tannins (Table 1), the highest
amount of tannins was recorded in MEAg (25.82
mg CE/ g DW), while the lowest level was found in
AQAg (20.41 mg CE/ g DW). These data are in
agreement with the report of Jaradat et al. (2017),
who showed that the methanolic extract of A.
boeticus had a parallel trend with our findings. Be-
sides, aqueous extract of O. angustissima
(Fabaceae) contained tannins two-fold higher than
AQAg (Guettaf et al., 2016). Presence and abun-
dance of secondary metabolites such as, polyphe-
nols, flavonoids in plant material depend on several
genetic and environmental factors, such as hot
temperature, high solar exposure, drought, salinity
(Garza, 2015, Gulcin,2020) as well as to the extrac-
tion method, time, storage conditions and to the
presence of interfering substances (Gulcin, 2020)

3.2. Identification of phenolic compounds of A.
gombo by LC-ESI-MS analysis

Quantitative analysis of phenolic compounds from
A. gombo aerial parts extracts revealed that the
EAAg more reaches in term of phenolic compounds
than MEAg and NBAg (Table 2). Thereby, 25 com-
pounds were identified among all solvent, mostly
phenolic acids and flavonoids. The major identified
phenolic acids in the ethyl acetate fraction were
the p-coumaric acid recorded as predominant, fol-
lowed by tans-ferulic and quinic acid with a concen-
tration of 1315, 641 and 370 pg/g extract, respec-
tively.Several studies reported that the important
therapeutic properties attributed to p-coumaric
acid were antioxidant, antigenotoxic effects and
cosmetic potential (Ekiert et al., 2014). Further-
more, EAAg fraction had higher amounts of 3,4-di-
O-caffeoquinic acids and 4,5-di-O-caffeoquinic ac-
ids. Correspondingly, to Li et al. (2018), asserted
that five di-O-Caffeoylquinic acid derivatives pos-
sessed a strongantioxidant and cytoprotective
effects towards OH-damaged bone marrow derived
mesenchymal stem cells (bmMSCs). Phenolic acids
possess appreciated biological properties such as
an immunostimulant, hepatoprotective, anticar-

6



Bellebcir et al., South Asian J Exp Biol; 12 (1): xxx-xxx; 2022

Phenolic acids MEAg EAAG NBAg
m/z Ret CC(ug/g ex- Ret Time CC(ug/g ex- Ret Time | CC(ug/g
Time tract) tract) extract)
Quinic acid 191.00 | 2.05 314.56 2.05 370.45 2.05 226.82
Gallic acid 169.00 | -——-- ND 3.97 18.76 ND
Protocatchuic acid 153.00 - ND 6.84 79.96 - ND
4-0-caffeoylquinic 353.00 11.45 5.48 11.51 2.53 11.55
acid 6.24
Caffeic acid 179.00 | --- ND 14.30 19.36 14.35 1.20
Syringic acid 197.00 15.82 0.47 15.90 30.90 15.96 7.87
P-coumaric acid 163.00 20.75 61.24 20.79 1315.18 20.90 57.56
Trans frulic acid 193.00 22.89 29.71 2291 641.78 2291 7.63
O-coumaric acid 163.00 26.13 2.14 26.07 5.45 26.07 2.56
Salviolinic acid 717.00 | ----- ND 28.18 1540 | - ND
3,4-di-o-caffeoquinic | 515.00 | 24.96 7.24 24.96 17.70 24.84 3.70
acid
4,5-di-o-caffeoquinic | 515.00 26.83 30.42 27.14 262.33 27.03 27.71
acid
Trans cinnamic acid 147.00 | ----- ND 31.88 6504 | - ND
Flavonoids
Catechin (+) 289 | - ND 10.93 167 | - ND
quercetin-3-0- 463.00 24.22 61.55 24.30 491.56 24.30 15.53
galactoside
quercetin-3-0O- ND - ND ND ND 26.66 17.90
rhamonosid
Apegenin-7-0O- 431.00 26.33 29.59 26.33 19.97 26.33 22.33
glucoside
Quercetin 301.00 e ND 31.75 75.40 e ND
Kampherol 285 o ND 31.76 355 | - ND
Naringenin 271.00 33.74 0.25 33.75 4.9 33.74 0.24
Silymarin 481 ---- ND 33.34 9.13 33.67 11.15
Apegenin 269.00 - ND 34.20 2.60 - ND
Luteolin 285.00 | 34.78 23.07 34.77 151.68 34.82 35.18
Cirsiliol 329.00 | 35.49 140.28 35.50 1155.50 35.48 28.96
Acacetin ND - ND ND ND 40.06 0.20

Table 2: Liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry of various fractions from aerial parts

A.gombo.

N.D: not determined. MEAg: methanolic extract. EAAg: ethyl acetate fraction. NBAg: n-butanol fraction

cinogenic, anti-inflammatory, antimicrobial and
antioxidant (Silva and Batista, 2017; Awad et al.,
2017; Alagawany et al., 2017).

The present finding shows that the flavonoids and
their derivatives (Table 2) have been attributed to
the solvent of extraction. Obviously, results re-
vealed quercetin derivatives such as quercetin-3-O-
rhamonosid and quercetin 3-O-galactosid, besides
also apegenin-7-O-glucoside, kaempferol, naringen-
in and silymarin .These results are in line with pre-
vious works and corroborated the presence of
Astragalus flavonoids from the aerial parts
(Benchadi et al., 2013, Khalfallah et al., 2014,
Maamria et al.,, 2015). The major identified fla-
vones in EAAg have been cirsiliol flowed by luteolin

its amount was 1155 and 151 ug /g extract, respec-
tively. Awad et al. (2017) and Forgo et al. (2012)
reported that cirsiliol showed a cytotoxic activity
against Hela, MCF-7 and A431 cells. In recent years,
phytophenols (flavonoids, phenolic acids) have a
great interest due to the bioavailability, they pos-
sess with safer compounds and higher selectivity
for killing cancer cells (Forgo et al., 2012; Ala-
gawany et al., 2017; Awad et al., 2017).

3.3. Screening of antioxidant properties
DPPH radical scavenging assay

Screening of antioxidant properties of various po-
larity extracts (ethyl acetate, n-butanol, methanol
and water) of Atragalus gombo had not been re-
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Extracts DPPH as- FRAP assay | FIC assay
say ICos0(ng/ | ICso (ng/
ICso (ng/ mL) mL)
mL)

AQAg 91.29+ 174.30 321.16%1.5
0.88¢ 6.97° 9¢

MEAg 104.53+ 109.36+ 510.0110.3
2.09° 2.73° 7°

NBAg 30.55+ 127.51+ 114.56+2.7
1.35° 2.56° 7°

EAAg 18.18+ 90.44+ 83.005%0.0
0.29° 3.80° 09°

BHA | - 100.56+ | ---——--

5.71°°

EDTA | - | - 51.57+0.00°

Quercetin 6.81%
0.07°

Ascorbic 11.29+

acid 0.11°

Table 3: Antioxidant properties of A. gombo solvent ex-
tracts.

Values are means of three replicates for DPPH radical scav-
enging assay, Ferric reducing antioxidant power activity
and ferrous ion chelating assay. Each parameter followed
by the same letter is not significantly different at P < 0.05.
MEAg: methanolic fraction. EAAg: ethyl acetate fraction.
NBAg: n-butanol fraction. AQAg: aqueous fraction.

ported. The scavenging effects of different fractions
on the DPPH radical were influenced significantly
by nature of the solvent) (Table 3).ThelCsy values
extend more than five times the range. EAAg and
NBAg were showing the highest DPPH- scavenging
activity as compared to AQAg and MEAg with 18,
30, 91 and 104 pg/ mL, respectively. EAAg and
NBAg fractions were found more potent than ethyl
acetate and n-butanol extracts from the pods of
Algerian A. armatus(Labed et al., 2016). Although,
EAAg fraction showed a higher quenching activity
close to the positive control ascorbic acid with 18
and 11 pg/ mL, respectively (Li et al., 2009). The
high potent antioxidant activity of ethyl acetate is
probably due to its richness by phenolic acids and
their synergistic effect especially compounds which

Extracts DPPH FRAP Iron chelation
TPC 0.91* -0.90* 0.96**

TFC 0.97** -0.98** 0.99***

TCT 0.82* -0.82* 0.74"

Table 4: Pearson correlation coefficient between amount
of phenolic compounds in various extract and their IC 5, of
antioxidant activities

(P<0.05) ns, no significant; *, significant (P<0.05); **, high
signification (P<0.01); ***; very highly significant (P<0.001)
TPC: Total phenolic content; TFC: Total flavonoid content,
TCT: total condensed tannin

are only present within EAAg.In this regard, Fitrian-
syah et al. (2017) confirmed that a strong antioxi-
dant capacity by DPPH and FRAP method related to
the high amount of total phenolics and flavonoids.
Which confirm our correlation study (Table 4), a
strong positive correlation between the TPC, TFC,
TCT and ICsq values of DPPH method r? =0.91, 0.97
and 0.83, respectively. Benferdia et al. (2021) not-
ed a medium correlation between TPC and antioxi-
dant activity (r* =0.78) in A.gombo stem from
(Ouargla-Algeria) Recent studies indicated that
phenolic acids are considered as the best compe-
tent hydrogen donors due to their characteristic
carboxylic group, which is easily ionized (Li et al.,
2018).

Ferric reducing antioxidant power

The reducing powers were considered in the fol-
lowing order: EAAg> BHA >MEAg>NBAg>AQAg
(Table 3). The EAAg showed the most potent reduc-
er than BHA as a positive control with ECsq of 90.44
and 100.56 pg/ mlL, respectively. The results indi-
cated that the reducing power increased with the
concentration of compounds within the ex-
tract.Though, no significant difference was ob-
served between BHA (100.56pg/ mL) and MEAg
(109.36pg/ mL) at the same concentration (p <
0.05). This study highlights that EAAg and MEAg
have a significant ability to react with free radicals
to transform them into more stable (Sahreen et al.
2010). Basically, Pearson’s correlation analysis re-
vealed a highly significant and negative correlation
between TPC, TFC, TCT and ICsq values of FRAP (rZ:
-0.91, -0.98 and -0.83, respectively). These out-
comes are in line with those reported by Fidrianny
et al. (2015), who demonstrated that TPC in ethyl
acetate and ethanolic extracts from Glycine max
leaves (Fabaceae) had highest and negative correla-
tion with an ECso of FRAP capacity. The level of cor-
relation between phenolic compounds and antioxi-
dant activity supports the hypothesis that polyphe-
nols directly contribute to antioxidant capacity. In
addition, Deghima et al. (2020) defined phenolic
compounds as excellent electron donors.

Ferrous ion-chelating activity

The transition of the metal ions, especially Fe2+, is
an important mechanism of antioxidant activity,
which possess the ability to catalyse hydro-
peroxide decomposition and Fenton-type reac-
tions. The iron chelating data keep the same rank-
ing as the DPPH radical scavenging test, namely
EDTA >EAAg>NBAg>AQAg>MEAg (51, 83, 114, 321
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and 510 pg /mL) (Tab.3). Ceylan et al. (2016) ob-
tained the same result for methanolic extract of
two Turkish (Fabaceae) aerial parts of Cytisopsis-
dorycniifolia and Ebenus hirsute. Previous studies
corroborate that aqueous extract exhibited higher
ability to chelate transition metal ions than metha-
nol and 70% acetone (Sahreen et al. 2010). Data
exhibited a high Pearson’s correlation between
TPC, flavonoids, tannins and ICsy values of FIC abil-
ity (r* = 097, 099 and 0.74, respective-
ly).Consequently, authors supposed that the major
compounds contributors to reducing the power of
the plant extracts are phenolic compounds, which
is approved by other works (Deghima et al., 2020).

3.4. Phagocytic activity

The phagocytic activity of the EAAg and NBAg frac-
tions was evaluated in vivo by a carbon clearance
rate test; three concentrations were administered
50, 70, and 100 mg/kg. The phagocyte of the reticu-
lo-endothelial system (RES) eliminates all foreign
particles or substances such as fibrin aggregates,
dead cells and damaged platelets. The potential of
the reticulo-endothelial system depends on estima-
tion of the rate of clearance from the blood of for-
eign  materials, such as colloidal carbon
(Benmebarek et al., 2013). As shown in (Fig 1), cur-

gerian A. armatus was higher at dose 100 mg/ kg
compared to our data at the same dose. Practically,
G100 (0.091) showed a higher effect than Gontrol, Gso
and Gy (0.040, 0.044 and 0,047 respectively). Con-
sequently, this explains the rapid clearance of col-
loidal carbon from the blood, thereby mononuclear
phagocyte system plays an important role in non-
specific defence (innate immunity) (Benmebarek et
al., 2013). Thus, results indicate that both of frac-
tions enhanced the phagocytic activity by stimu-
lating the reticuloendothelial system in a dose de-
pendant effect, where ethyl acetate booster than n
-butanol fraction. According to LC-ESI-MS analysis,
the EAAg possess more reaches in term of phenolic
compounds than NBAg. These results support the
reports of Kilani-Jaziri et al. (2017) which state that
hydroxycinnamic acids have a higher immunomod-
ulatory effect, especially obtained by caffeic acid,
than ferulic and p-cumaric acids.
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Figure 1: Effect of EAAg and NBAg fractions on phagocytic
activity Geontrol, Gso, G70 and Gy Were injected with 0, 50, 70
and 100 mg/kg of EAAg and NbAg prepared in 0.9% NaCl.

rent data indicate that there are significant differ-
ences in the average phagocytic index (K) between
the groups of the two fractions with p-value 0.000
and 0.001 for EAAg and NBAg, respectively. These
findings are in agreement with those reported by
Labed et al. (2016), which attested that effect of
the phagocytic index of n-butanol extract from Al-

Figure 2: Effect of EAAg and NBAg fractions on half time (t
1/2) of carbon in blood.

As shown in Figure 2, EAAg exhibited a clearance
rate of carbon faster than NBAg after 48 hours of
fractions administration. In addition, the two frac-
tions showed a significant difference between the
groups averages (Gcontrol, Gso, G7o and Ggo) with p
-value of 0,000 and 0.008, respectively. Conse-
quently, the decreasing half-life of carbon clear-
ance was proportional to the increase in phagocytic
index activity. Latest studies reported that there is
a relationship between immunomodulatory activity
of phenolic compounds and their antioxidant ca-
pacities (Grigore, 2017; Kilani-Jaziri et al., 2017).
Indeed, EAAg fraction ranks first from all antioxi-
dant activities tested, as well, this fraction pos-
sessed a highly significant phagocytic activity than
NBAg fraction. In the same context, Garza (2015)
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asserted that polyphenols and flavonoids originally
from Fabaceae, play a positive role to maintain hu-
man wellbeing, to enhance health and to improve
immune function for the prevention of specific dis-
eases.

3.5. Anticoagulant activity

The anticoagulant activity of the A. gombo extract/
fractions was evaluated by the PT and aPTT assays,
with normal citrated human plasma. As shown in
Figure 3.A, the PT test of AQAg, EAAg and NBAg
revealed significant and high anticoagulant poten-
tial, with prolonged clotting time higher than 200
sec parallel to heparin (>200 sec). As regards the
aPTT test in Figure 3.B, the most potent activity
recorded by both of fraction with over 200 sec par-
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=]
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AQAg MEAg EAAg NBAg Quer Cich
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Athukorala et al. (2007) and Omar et al. (2017)
which recorded the same trend of extended
clotting time both PT and aPTT about ethanol ex-
tract of Lupinus pilosus (Fabaceae) and crude poly-
phenol fraction from Green algae, respectively.
However, it was found that the same sample as
well AQAg extract react differently towards PT and
aPTT, which was comparable to earlier results of
Félix-Silva et al. (2014). On the other hand, numer-
ous reports also studied the anticoagulant activity
of some natural extracts affirmed that aqueous ex-
tract extended clotting time higher than organic
extract (Kee et al., 2008; Félix-Silva et al., 2014).
We supposed an action preferentially to the intrin-
sic and or common pathway of coagulation was
adequate for aqueous extract of A. gombo. Kee et
al. (2008) demonstrated the anticoagulant effect of
the tannins of nine plants in South Africa, which
resulted in improved anticoagulant activity. So, it’s
probably that aqueous extract efficiency by domi-
nation of polar compounds. Thus, explains the anti-
coagulant effects of phenolic compounds in various
extracts to inhibit or decrease the activity of tissue
factors or thrombin (Zong et al., 2017).To the best
of our knowledge, there is no study in the literature
on the effect of A. gombo extracts on anticoagulant
activity.

3.6. MTT cytotoxicity Assay

The MTT assay is widely used to evaluate cellular
metabolic activity as an indicator of cell viability,
proliferation and cytotoxicity. The most important
advantages of the MTT test are; fast, safe, high re-
producibility, and does not require the use of ani-
mals. In this investigation, we used the MTT assay
to assess the anti-proliferative similarly the cyto-
toxicity assay. As summarized in Table 5, the anti-

Ethyle Hela MCF7 AML12
acetate
ICso (ng/ | 108.8+1.8° | 168.4+1.6° >2000°
mL)
S| 18.38 11.87

B. The activated partial thromboplastintime-Kaolin (aPTT) test.

Figure 3: Anticoagulant activity of MEAg, AQAg extracts and
NBAg and EAAg fractions of A. gombo.

Normal saline solution was used as negative control. (Hep)
Heparin, (Ctch)catechin, (Quer)quercetin and(Aasc) acid
ascorbic were used as positive control at a concentration of
20 mg/mL. Values expressed as mean * SD withn =3.

allel to positive control (>200 sec). Moreover, our
finding was in agreement with those reported by

Table 5: Cytotoxicity and selectivity index of ethyl acetate
fraction on cervical (Hela) and breast (MCF-7) cancer cell
lines and healthy cell line AML12.

Selectivity Index (SI): CCso against healthy cells/ICs, against
cancer cells. The data were examined using one-way ANO-
VA tested by Tukey’s post-hoc analysis. Each parameter
followed by the same letter is not significantly different at
P < 0.05.

proliferative evaluation of EAAg fraction against
Hela and Mcf-7 cells presented an ICsq values:
108.8+1.8 and 168.4+1.6ug/mL, respectively, after
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48h of incubation. Ethyl acetate fraction showed
more active to inhibit the proliferation of Hela cells.
Hence, authors supposed that the EAAg fraction is
less potent against Mcf-7 cells. However, a new
paper confirmed that ethyl acetate fraction from
Egyptian A. sieberi D C. exhibited an effective cyto-
toxic activity against Mcf-7 with 1Csy value 69.6ug/
mL, compared to our results (Salem et al., 2020). In
this regard, study by Ibrahim et al. (2013) asserted
that the butanolic extract from the Egyptian A.
bombycinus displayed efficient cytotoxic potential
against Mcf-7. According to literature , total flavo-
noids and calycosin from A. mongholicus Bunge
revealed potent effects on the proliferation of hu-
man erythroleukemia cell line with 1C5, values
98.63 and 130.32ug/mL, respectively (Zhang et al.,
2012). Regarding the assessment of the anticancer
activity of the Astragalus polyphenol-compounds
against the human cervical cancer, we noted a lack
of information, where the present fraction EAAg
has marked hopeful results.

Further, to determine the cytotoxicity activity,
EAAg fraction was examined against normal mouse
liver cells (Aml12), outcomes are presented in Fig.4.

EHela BMCF7 =AMLI12

120

100 =

80

% of cell viability

EUER BRCEC BN S S S R

o
& ¥ &

Concentration of ethyle acetate fraction (ng/mL)

or or equal to three (23) considered an efficacy se-
lectivity index against cancer cells. The novelty in
this paper, that the phenolic compounds of A. gom-
bo displayed important anticancer potential, pos-
sess a high selectivity index against cancer cells
compared to healthy liver cells AML12. These
effects propose that A. gombo fraction may be con-
sidering a promising candidate chemotherapeutic.

4, Conclusion

Based on the investigation carried out in this study,
the LC-ESI-MS analysis revealed that flavonoids and
hydroxycinnamic acids were the main groups of
phenolic compounds in various solvent. Antioxi-
dant, phagocytic, anticoagulant, cytotoxic and anti-
proliferative activities could be referred to high
concentrations of p-coumaric and trans-ferulic acid,
also to cirsiliol and quercetin-3-0O-galactoside, or to
the synergistic effect between them, particularly in
ethyl acetate fraction. However, future studies are
essential to isolate and identify the therapeutic
phytochemicals and to explore these active com-
pounds in new pharmaceutical applications and
food industrial preparation.

Acknowledgment

The authors are grateful to (MESRS, Algeria), for
providing their financial support during the study.
The authors are also grateful to Dr.Nassima
Deghich- Diab Principal Engineer of Section from
(TIDSA).

Figure 4: Evaluation of the cytotoxicity of EAAg fraction at
different concentration on Hela, MCF-7 and AML12 cells for
48 incubation.

The current finding showed that EAAgfraction im-
proved the viability of normal cells AML12, while
being non-toxic up to concentration CCsgvalue 2
2000ug/mL for 48h of incubation. According to lit-
erature, some of the genus Astragalus has been
exhibited an anticancer activity with a weak cyto-
toxicity effect against various cancer cell lines
(Bedir et al., 2000; Aslanipour et al., 2017). As pre-
sented in Table (5), data exhibited high levels of SI.
The EAAg fraction showed higher significant selec-
tivity (p = 0.000) towards Hela and Mcf-7 cancer
cell lines with Sl value 18 and 11, respectively. Ah-
mad et al. (2018), reported that the Sl value superi-
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Appendix 1: Antioxydant Activities
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Figure 1: Screening of antioxidant activities of AEAg, MEAg extracts and EAAg and NBAg
fractions from A. gombo aerial parts as function of their concentrations: (A) DPPH Free
radical, (B) Reducing power essay, (C) metal chelating assay.
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