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Résumé

La Gentamicine (GM) est un antibiotique dont I'utilisation clinique est limitée par sa
néphrotoxicité. Des preuves expérimentales suggérent 1’implication des espéces réactives de
I'oxygene (EROs) et de I’inflammation dans la néphrotoxicité induite par les aminoglycosides.

L’objectif de cette étude est de contribuer a I’analyse de 1’effet protecteur de 1’extrait
méthanolique des feuilles et des glomérules d’Acacia tortilis subsp raddiana (Savi), sur la
néphrotoxicit¢ de GM. L’analyse phytochimique montre une composition riche en polyphénols
(15,19 + 0,35 mg EAG.g* MVS), en flavonoides (4,57 + 0,0311 mg EQ.g* MVS) et en
anthocyanes (0,022 + 0,0036 mg eq Cya-3-glc. g MVS) avec un rendement d’extraction de
14,8% et un pouvoir de piégeage des radicaux libres DPPH(ICsp= 20mg.mL™) comparativement a
celui de Vit C (1C50=0,153 mg.mL™).

L’effet néphroprotecteur a été évalué sur cing groupes de souris de souches NMRI : (i) contréle
négatif (eau physiologique 0.9%) (ii) contrdle positif (GM (100 mg.kg™PC) (iii) (GM +vit C
(200 mg. Kg*PC)), (iv) (GM+EAR (200 mg. Kg* PC)), (v) (EAR (200mg. Kg'PC)), durant 7
jours de traitement.

L’extrait d’A raddiana a agit sur les parametres de stress oxydant par une augmentation hautement
significative de taux des protéines totales (p<0,01), une réduction de la peroxydation lipidique de
maniere tres hautement significative (p<0,001) et une amélioration considérable de 1’activité de
catalase (CAT) (p<0,05).

Le mécanisme de la toxicité a la gentamicine implique un processus inflammatoire, I’utilisation de
I’extrait a permis une réduction de 1I’cedéme de pattes induit par la carragénine avec 30,63%, effet
comparable a celui exercé par le Diclofénac. De plus, I’étude histopathologique a montré une
absence totale des lésions tissulaires chez les souris co-traitées a 1’extrait d’Acacia raddiana
(Savi).

Ces données montrent qu’Acacia raddiana (Savi) protége le rein de I’insuffisance rénale aigué
induite par la gentamicine en atténuant le stress oxydant, en réduisant [’inflammation et en
maintenant I’intégrité histologique des cellules tubulaires rénales suscitant donc un espoir dans la
prévention contre la néphrotoxicité induite par la gentamicine.

Mots clés: Gentamicine / Néphrotoxicité / Stress oxydant / Inflammation / Acacia raddiana (Savi)
/ Activité antioxydante.



Abstract

Gentamicin (GM) is an antibiotic whose clinical use is limited by its nephrotoxicity. Experimental
evidence suggests the involvement of reactive oxygen species (ROS) and inflammation in
aminoglycoside-induced nephrotoxicity.

The objective of this study is to contribute to the analysis of the protective effect of the methanolic
extract of leaves and glomeruli of Acacia tortilis subsp raddiana (Savi), on the nephrotoxicity of
GM. Phytochemical analysis shows a composition rich in polyphenols (15,19 + 0,35 mg EAG.g-1
MVS), in flavonoids (4,57 + 0,0311 mg EQ.g-1 MVS) and in anthocyanins (0,022 + 0.0036 mg eq
Cya-3-glc, g-1 MVS) with an extraction yield of 14.8% and a scavenging capacity of free radicals
DPPH (IC50 = 20mg.mL-1) compared to that of Vit C (IC50 = 0.153 mg.mL-1).

The nephroprotective effect was evaluated on five groups of mice of NMRI strains : (i) negative
control (physiological saline 0.9%) (ii) positive control (GM 100 mg.Kg™PC) (iii) (GM +
Vitamine C (200 mg. Kg™*PC), (iv) (GM + Extract of Acacia raddiana (200 mg .Kg™* PC)), (v)
(Extract of Acacia raddiana (200 mg. Kg™ PC)), Once a day for 7days.

The A. raddiana extract influenced the oxidative stress parameters by a highly significant increase
in total protein levels (p <0.01), a very highly reduction of lipid peroxidation (p <0.001) and a
considerable improvement in catalase activity (CAT) (p <0.05).

The mechanism of gentamicin toxicity involves an inflammatory process. The use of the extract
allowed a reduction of carrageenan induced leg edema with 30.63%, compared effect to that
exerted by Diclofenac. In addition, the histopathological study showed a total absence of tissue
lesions in mice co-treated with Acacia raddiana extract (Savi).

These data showed that Acacia raddiana (Savi) protects the kidney from acute gentamicin-induced
renal failure by mitigating oxidative stress, reducing inflammation, and maintaining the
histological integrity of renal tubular cells, thereby raising hope in prevention against gentamicin-
induced nephrotoxicity.

Key Words : Gentamicin / Nephrotoxicity / Oxidative stress / Inflammation / Acacia raddiana
(Savi) / Antioxidant activity
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Glossaire

Glomérulonéphrite : Est une affection (souvent d’origine inflammatoire) du glomérule,
composante du nephron. Ses manifestations affectent les deux reins de maniére égale. Elle peut
étre asymptomatique, mais le plus souvent elle est responsable d’hématurie et/ou de protéinurie.

La néphrite interstitielle : Egalement appelée néphrite tubulo-interstitielle, est une inflammation
de la région du rein appelée interstitium, qui consiste en un ensemble de cellules, de matrice
extracellulaire et de liquide entourant les tubules rénaux.

La pyélonéphrite chronique : Est une infection a pyogene continue du rein qui ne se manifeste
presque exclusivement que chez le patient présentant des anomalies anatomiques importantes.

Polykystose :  Est la plus fréquente des maladies héréditaires monogéniques du rein. Elle se
caractérise par 1’apparition lente et progressive de kystes principalement au niveau des reins.

Syndrome de levée d'obstacle : Il s'agit d'une polyurie parfois tres importante faisant suite au
traitement par drainage d'une insuffisance rénale obstructive et pouvant aboutir a une
déshydratation, voire un état de choc, et a une insuffisance rénale aigué fonctionnelle.

Volémie : Est le volume total de sang circulant dans 1’organisme, elle est répartie en volume
plasmatique et volume globulaire.

Phéophytine : Est une chlorophylle dépourvue de son cation central —de magnésium Mg?".
La phéophytineaest la plus commune, correspondant a lachlorophylleaqui est le
principal pigment photosynthétique.
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Introduction

Les reins sont tres importants pour la santé humaine vu leur rdle majeur dans I'organisme. Ils
rentrent dans, I'épuration du sang de ses déchets en excrétant l'urine, le maintien de I'équilibre
acido-basique et hémostasie et la production des hormones qui contrélent d'autres fonctions
de l'organisme (Wheater et al., 2001).

Cependant ils sont des principaux organes cibles de la toxicité induite par les xénobiotiques du
fait de ses fonctions de filtration, transport, réabsorption, et métabolisme de substances chimiques
alors que les néphrotoxicités d’origine iatrogeéne, professionnelle ou environnementale
seraient 1’étiologie la plus fréquente d’atteinte rénale aigue dans la population générale.

Elles sont généralement provoquées par 1’'usage des médicaments ou par une infection (Gueguen
etal., 2012).

Les aminosides sont une catégorie d’antibiotiques bactéricides réservés a des infections
généralement severes  (Buxeraud et Faure, 2016). La gentamicine qui appartient aux
aminoglycosides, elle se fixe de facon irréversible sur le ribosome des bactéries et inhibe
la traduction en provoquant des erreurs de lecture de I’ARN messager (Sedrati, 2014).

La gentamicine est un médicament dont les propriétés néphrotoxiques sont actuellement bien
connues dont la voie rénale est la voie essentielle de son élimination (Ali, 1995). Il provoque une
néphrotoxicité dose-dépendante qui se manifeste aux doses thérapeutiques les plus faibles et
représente 10-15% de tous les cas d’insuffisance rénale aigué (Morales et al., 2010 ; Ramhariya et
al., 2015). La specificité de la gentamicine en ce qui concerne la néphrotoxicité est due a
son accumulation préférentielle dans les tubules contournés proximaux (Rodrigues et al., 2014).

La néphrotoxicité aux aminosides a été considéré comme résultat principal des
dommages tubulaires et des altérations sublétales des cellules tubulaires qui handicapent la
réabsorption et dans les cas graves elle peut conduire a une obstruction tubulaire. Ainsi, une
filtration glomérulaire réduite est nécessaire pour expliquer les symptdmes néphrotoxiques ou
le dysfonctionnement tubulaire entraine  une vasoconstriction rénale et contraction des
cellules meésangiales (Lopez-Novoa et al., 2011).

Des données cliniques ont montré que la gentamicine augmente directement la production
de ERO (Especes Réactives d’Oxygeéne) mitochondriales, qui sont capables d’endommager
de nombreuses molécules cellulaires, notamment protéines, lipides et acides nucléiques, altérant
ainsi la fonction cellulaire, conduisant a 1’apoptose, contribuant a la contraction vasculaire et des
cellules mésangiales et participent a I’inflammation (Morales et al., 2010).

Une réponse inflammatoire est impliquée dans la néphrotoxicité induite par la gentamicine,
avec une infiltration cellulaire, activation des cellules résidentes, par I’ augmentation de la
production de cytokines, et 1’hyperperméabilité capillaire (Kourilsky et al., 1982 ; Geleilete
et al., 2002).

Généralement, les divers moyens de protection des lésions rénales induites par le
gentamicine inhibent généralement les réponses inflammatoires (Bledsoe et al., 2006). Dont
la plupart des chercheurs ont se concentré sur [’'usage des antioxydants ou des travaux ont montré
que les agents antioxydants ont inhibé ou atténué la néphrotoxicité par 1’amélioration des
blessures histologiques comme la nécrose tubulaires, 1’cedéme et 1’apoptose des cellules tubulaires
sur les rats injecté avec la gentamicine (Tavafi et Ahmadvand, 2011 ; Tavafi et al., 2012 ; Amini
etal., 2012).
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En Algérie Acacia raddiana (Savi) a une aire de répartition s’étalant sur les régions du Sahara
occidental et central, elle représente une sous-espéce qui appartient au genre Acacia, famille des
Fabaceae, sous-famille de Mimosoideae (Pottier-Alapetite, 1979 ; Fagg, 1991).

L’utilisation d’A.raddiana (Savi) dans le domaine thérapeutique est trés vaste d’ou sa richesse
avec des acides phénoliques, flavonoides, tannins, alcaloides et terpenes qui sont responsables pour
nombreux effets pharmacologiques : exposition hypoglycémique, activité anti-inflammatoire,
antibactérienne, anti-agrégation plaquettaire, analgésique, anticancéreux, anti-hypertension et
anti-athérosclérotique (Subhan et al., 2018).

Le but de notre étude est d’évaluer I’effet néphroprotecteur de 1’extrait méthanolique d’Acacia
raddiana (Savi) sur la néphrotoxicité induite par la gentamicine.

Ce travail est répartit en trois sections comme suit :

= Le premier chapitre est consacré sur le rappel bibliographique et divisé en trois parties. La
premiere partie porte 1’étude sur la physiologie et physiopathologie de reins, la seconde
partie sur I’étude de la gentamicine en tant que modeéle de la néphrotoxicité, et 1a derniere
partie sur I’étude des propriétés chimiques, composés phénoliques et les propriétés
thérapeutiques de |’Acacia raddiana (Savi).

= Le second chapitre est réservé au matériel et méthodes utilisées lors du travail
expérimental.

= Le dernier chapitre est consacré aux résultats et discussion.
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I. Lerein
I.1. Généralité

I.1.1. Définition

Les reins sont les organes responsables de 1’élimination urinaire des toxines urémiques et de la
régulation de plusieurs systémes de 1’organisme comme la volémie intra et extracellulaire, 1’état
acido-basique, le métabolisme phosphocalcique ou 1’érythropoi¢se. Ils adaptent quantitativement et
qualitativement a la composition de 1’urine afin de garder ces systemes en équilibre (Gueutin et
al.,2011).

1.2. Rappel sommaire de I'anatomie rénale

Les reins sont au nombre de deux, un rein droit et un rein gauche, de couleur rougeétre. Ils
ont une situation abdominale, sous-diaphragmatique, au niveau des fosses lombaires, dans le
rétropéritoine (Boubchir, 2002 ; Brunner et al., 2011 ; Gueutin et al.,2011). Chaque rein pese 120-
150 grammes en moyenne chez I’adulte et mesure environ 12 cm de longueur, 6 cm de largeur et 3
cm d’épaisseur, et ont une forme d’haricot ( Gueutin et al.,2011 ; Jackie et Taylor, 2012).

De I’extérieur vers I’intérieur, il se retrouve le fascia rénal, la graisse périrénale, la capsule
rénale, le cortex, la médullaire et les voies urinaires (Figure 1) (Gueutin et al.,2011).

I.2.1. La vascularisation rénale

Elle représente 20 % a 25 % du débit cardiaque. Les deux reins sont vascularisés par une
artére rénale principale, parfois avec une artére polaire supplémentaire. L’artére rénale principale
donne naissance aux artéres segmentaires, puis dans le rein aux artéres interlobaires, puis aux
arteres arquees et enfin aux artéres interlobulaires. Ces arteres se ramifient enfin en arteres
glomérulaires afférentes qui vont apporter le sang nécessaire a la filtration dans le glomérule
(Figure 1) (Gueutin et al.,2011 ; Meltzer, 2019).

Veines radiales

Veine arquée

Artére arquée

Veine interlobaire

Artére interfobaire

Artéres radiales

Artére rénale
e X Cortex

Veine rénale

Bassinet
Colonne rénale

Calice rénal majeur

Calices rénaux mineurs Pyramide
de Malpighi
(meédulla)

Papille rénale

(sommet de

la pyramide) Capsule fibreuse

du rein

Uretere

Figure 1 : Anatomie et vascularisation rénale (2018,
www.toutsurlatransfusion.com/transfusionsanguine/medecinetransfusionnelle/orga
nes-et-le-sang.php)
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I.3. Microanatomie rénale (Le néphron)

Chacun des deux reins posseéde une moyenne de 600.000 a 1.400.000 de structure tubulaire
nommee néphron qui contient une série de segments histologiquement distincts qui modifient la
concentration et le contenu de l'urine (Kelly et Landman, 2012).

Les néphrons qui sont I’unité fonctionnelle du rein sont classés en deux types topographiques
principaux. Environ 25% d'entre eux (appelés néphrons juxtamédullaires) commencent prés de la
frontiére corticomédullaire et envoient leurs anses de Henlé profondément dans la médulla. Ce sont
les néphrons qui alimentent le fort gradient osmotique dans la moelle. Les principaux nephrons
(néphrons corticaux) sont situés plus loin de la bordure médullaire et ils n'envoient pas leurs
boucles de Henlé aussi profondément dans la médulle que les néphrons juxtamédullaires. Chaque
néphron comprend deux parties principales, le corpuscule rénal et le tubule rénal (Figure 2)
(Silbernagl et Despopoulos, 2001 ; Henry et Séebe, 2008 ; Bruce et Carlson, 2019).

Glomerulus

Efferent arteriole

Juxta-
glomerular
apparatus

Afferent
arteriole

Cortical

c Distal tubule collecting
I tubule
Arcuate Arcuate B Loop of
artery vein Peritubular Canlo

capillaries

Collecting
duct

Figure 2 : Topographie de néphron (Guyton et Hall, 2016)

I.3.1. Le corpuscule rénal

Le corpuscule rénal est lui aussi constitué de deux parties : la capsule glomérulaire (ou capsule
de Bowman) et le glomérule qui forme 1’urine primitive par filtration du sang (Ferrera et Caro,
2007 ; Henry et Sebe, 2008) .

Il a comme fonction essentielle d’assurer a la fois une haute perméabilité a I’eau et aux solutés
de faible poids moléculaire (PM) ainsi qu’une restriction sélective au passage des molécules de
PM plus important (au-dela de 60kDa) et aux éléments figurés de sang (Tryggvason et al., 2006).

1.3.2. Le tubule rénal

Le tubule rénal comprend trois segments : un tubule rénal contourné proximal, au contact du
corpuscule rénal, puis des tubules rénaux droits descendant et ascendant qui constituent I’anse du
néphron (ou anse de Henlé), et enfin un tubule contourné distal qui se jette dans un tubule
collecteur. Ces trois segments sont responsable de I’¢élaboration de I'urine définitive par
réabsorption et sécrétion (Ferrera et Caro, 2007 ; Henry et Sébe, 2008).
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L.4. Physiologie rénale
1.4.1. Processus de transport dans le néphron

Au niveau néphrotique s’assurent trois processus par lesquels les reins ajustent la composition
de plasma, la filtration, la réabsorption, et la sécrétion tubulaires.

I.4.1.1. La Filtration

La filtration est un processus passif et sélectif. Elle se déroule au niveau de parois des
capillaires et des pores de la capsule glomérulaire rénale (Marieb, 2000). Elle consiste en un
mécanisme d’ultrafiltration par le transfert de 1’eau et des substances dissoutes le long d’un
gradient de pression hydrostatique a travers une membrane semi-permeable (Dequiedt, 2011).

A. Filtration glomérulaire et débit sanguin rénal

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) est le volume de liquide filtré par les reins en
dépendance au nombre des néphrons fonctionnels et le débit sanguin rénal (DSR) correspondent
au volume de sang délivré aux reins par unité de temps (Beloncle et al., 2014).

Le filtrat formé est essentiellement du plasma sanguin dépourvu des protéines plasmatiques et
des éléments figurés du sang (Marieb, 2000).

Le débit sanguin rénal ou le flux sanguin rénal qui constitue environ 20 & 25 % de débit
cardiaque sert en premier lieu a ’obtention de taux de filtration glomérulaire (TFG) élevé (120
ml/min) (Silbernagl et Despopoulos, 2001).

1.4.1.2. Réabsorption

La réabsorption tubulaire correspond au passage de substances de la lumiere tubulaire vers
les capillaires péritubulaires (Nguyen et al., 2008). C’est une modification tubulaire de
I’ultrafiltrat glomeérulaire ayant essentiellement le but de récupérer des substances indispensables
dans la circulation sanguine notamment 1’eau et les électrolytes qui seraient perdues par la
filtration glomérulaire (Dequiedt, 2011). Outre I’eau, de nombreuses substances organiques
(HCO3-, glucose, acides aminés, acide urique, urée, lactate, vitamine C, peptides, et bien d’autres )
et des substances inorganiques (Na*, Cl~, K*, Mg? ...) subissent une réabsorption tubulaire
(Silbernagl et Despopoulos, 2001).

1.4.1.3. Sécrétion

La sécrétion tubulaire est un transport par 1’épithélium au méme titre que la réabsorption mais
elle a lieu en sens opposé. 11 s’agit donc d’un transfert individuel des capillaires tubulaires vers la
lumiére de tubule de certaines substances accélérant leur élimination hors de 1’organisme
(Sherwood, 2015). La sécrétion s’effectue le long des tubules rénaux et des tubules rénaux
collecteurs par diffusion passive ou transport actif (Tortora et Derrickson, 2017).

1.4.2. Role endocrine du rein

A coté de fonctions excrétrices urinaires, le rein possede plusieurs fonctions endocrines
présentées par la production d'une grande variété de substances hormonales telles que
I'érythropoiétine, la forme active de la vitamine D, la rénine, I'angiotensine Il et plusieurs autres
hormones vasoactives (Querin et Valiquette, 2000).
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1.4.3. Fonction métabolique

Avec le foie, les reins sont les seuls organes capables d’effectuer la néoglucogenese. En cas
de jetine prolongé, le rein peut assurer jusqu’a 50 % de la néoglucogenése (Ader et al., 2003 ;
Daroux et al., 2009).

II. La toxicité rénale

Le rein constitue I’un des principaux organes cibles de la toxicité induite par les xénobiotiques
du fait de ses fonctions de filtration, transport, réabsorption et métabolisme de substances
chimiques. De plus, certaines régions du rein ont des taux considérables d’enzymes métabolisant
les xénobiotiques, en particulier le cytochrome P450 dans la partie droite du tubule proximal, une
région particulierement sensible aux dommages chimiques (Joan et al., 2011).

Les reins regoivent environ 25% du deébit cardiaque au repos. en conséquence, les reins
recevront des concentrations de substances toxiques plus élevées que les tissus mal perfusés. En
outre, de fortes concentrations de métabolites toxiques sont en contact étroit avec les cellules
tubulaires en raison de la concentration de I'urine, en particulier pendant les périodes de privation
de liquide. (Gueguen, 2012 ; Baudoux et Nortier, 2017).

I1.1. Néphropathies d’origine toxique

Selon la définition de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) en 1991, la néphrotoxicité
désigne toute maladie ou tout dysfonctionnement rénal directement ou indirectement consécutif a
I'exposition a des médicaments, des produits chimiques ou des agents toxiques industriels ou
environnementaux (Baudoux et Nortier, 2017).

Les néphrotoxicités d’origine iatrogéne, professionnelle ou environnementale seraient
I’étiologie la plus fréquente d’atteinte rénale aigué dans la population générale. L’exposition a ces
substances néphrotoxiques peut induire des effets transitoires ou définitifs et concerner les
structures glomérulaires, tubulaires et plus rarement le tissu interstitiel (Gueguen, 2012).

L'accumulation intracellulaire de substances toxiques dans les cellules épithéliales des tubules
proximaux a été considérée comme la principale cause responsable des néphropathies conduisant a
une insuffisance rénale aigué, voir a une insuffisance renale chronique (Russo, 2012).

I1.2. Insuffisance rénale
I1.2.1. Définition

L’insuffisance rénale (IR) correspond a I’altération du fonctionnement des reins qui ne filtrent
plus correctement le sang. il s’agit d’insuffisance rénale aigu€ (IRA) lorsque le dysfonctionnement
est transitoire et réversible, et d’insuffisance rénale chronique (IRC) lorsque la destruction est
irréversible et perdure depuis plus de trois mois (Inserm, 2012).

I1.2.2. Types d’insuffisance rénale
11.2.2.1. Insuffisance rénale aigué (IRA)

L’IRA est habituellement définie comme une diminution brutale de la fonction rénale qui est
responsable non seulement d’une rétention de toxines dites « urémiques » et d’autres déchets
azotés, mais également d’une déréglementation de I’homéostasie des fluides extracellulaires et des
électrolytes. Elle est généralement réversible spontanément ou par traitement de la cause. La
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vitesse de récupération dépend de son origine. C'est I'une des manifestations les plus courantes de
Iésion néphrotoxique (Moonen et al., 2011 ; Lautrette et al., 2012).

11.2.2.2. Insuffisance rénale chronique (IRC)

L’IRC est caractérisée par la perte progressive, permanente et irréversible des fonctions
rénales (fonctions d’épuration, d’excrétion, de régulation et fonctions endocrines). (Legender,
2012 ; Lacour et Massy, 2013). Elle résulte d’une destruction anatomique irréversible des
néphrons. Elle est la conséquence commune de la réduction irréversible du parenchyme rénal
fonctionnel au cours de maladies tres diverses affectant les reins ou les voies excrétrices (Jungers
etal.,, 2011).

Dans 80% des cas, I'IRC est la conséquence de néphropathies primitives relatives a des
Iésions glomérulaires (glomérulonéphrites primitives), interstitielles (néphrites interstitielles) ou
vasculaires (néphropathies vasculaires) (Legender, 2012).

I1.2.3. Etiologie de I'insuffisance rénale

Les causes d’IRA sont généralement regroupees en trois grandes catégories (Figure 3) :
Post-rénale obstructive (10%0)
Un obstacle sur les voies urinaires d’origine prostatique, lithiasique par une masse, une tumeur ou
de la fibrose pelvienne (Roupret et Leféevre, 2006).
Pré-rénale fonctionnelle (30%0)
Secondaire a une hypoperfusion rénale par hémorragie, diarrhée, vomissements, brulures, diabete,
diurétique, IEC (inhibiteurs de I’enzyme de convention), syndrome de levée d’obstacle, état de
choc, insuffisance cardiaque, hépatique ou syndrome néphrotique (Roupret et Lefevre, 2006).

| Insuffisance rénale aigué |

Prérénale Rénale Postrénale

[ Vasculaire ] | Glomérulaire | | Interstitiele | [Nér.ruse tubulaire aigué :N‘I’A}l
Emboles de cholestérol MNéphrite wbulo-interstitiella Hyperplasie prostate
Thrombose alv rénales — Médicaments Obstruction extra-urétérale
HTA maligne — Immunolagique — Fibrose rétropéritanéale
Microangiopathie Infiltration tumorale Obstruction intra-urétérale
Glomérulonsphrite aigus | Ischémique | I Méphrotoxique |
Vasculice
Microangiopathie thrombotique
| Volume sanguin artériel effectif
- Déplétion volume Médicaments
| Volume sanguin artériel relatif — Antibictiques
— Insuffisance cardingue — Produits de contraste
— Cirrhose — Chimiothérapie
Hémadynamique Pigments
— Sténoses a. rénales — Myélome
— Anti-inflammatsires non stéroidien — Cristoux
— Inhibiteurs enzyme de conversion — Myogiobine

Figure 3 : Etiologies de I’insuffisance rénale aigué (Ponte et Saudan, 2008)
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Rénale, Parenchymateuse organique (60%) selon Roupret et Lefevre ( 2006) par :

- Nécrose tubulaire, 80% : Lyse tumorale, antirétroviraux, myélome, choc, hemolyse, iatrogéenes
(aminosides, produit de contraste, chimiothérapie, ciclosporine, antibiotique, rhabdomyolyse).

- Néphropathie interstitielle, 10% : infections, immunoallergique, sarcoidose.

- Néphropathie vasculaire, 5% : thrombose des veines ou des arteres rénales.

- Glomerulonéphrite 5%.

Pour I’insuffisance rénale chronique on peut classer les étiologies par leur fréquence lors de
I’hospitalisation de patients pour une au stade terminal (Maladies glomérulaire, Pyélonéphrites
chronique, Néphropathies vasculaires, Polykystose, Néphropathies diabétiques) (Camps-Pradier,
2007).

III. Modele de néphrotoxicité : Gentamicine

II1.1. La gentamicine
III.1.1. Généralité

La gentamicine (GM) est un aminoglycoside, utilisés cliniquement pour traiter les infections
Gram-négatives et Gram-positives séveres (nosocomiales). Il a été isolé de Micromonospora en
1963, un genre de bactéries a Gram positif largement répandu dans I'eau et le sol. GM exerce une
action bactéricide concentration-dépendante et est actif contre un large éventail d’espéces des
bactéries a Gram négatif. (Kumana et Yuen, 1994 ; Changhua et al., 2013).

I11.1.2. Structure et propriétés chimiques

Le principe actif de la GM est un complexe formé d’oligosaccharides, dont le noyau est la
désoxystreptamine. La gentamicine est un meélange formé de trois composants majeurs (C1,
Cla et C2) ayant sensiblement la méme activité (Figure 4). C’est un complexe basique
hydrosoluble stable et tres polaire (Weinstein et al., 1963 ; Cutler et al., 1972 ; Bochaton et al.,
1997 ; Plante, 2001).

Ci1:R1{ =Ry =CHs3,
Cian:R1=Ro=H
Hg:NHRz NH, C2:R1=CHj;, R;=H
° NH,
Ko/
NH, )
(o]
HO
NHCH
H,C
OH

Figure 4 : Structure chimique de la gentamicine (Toumi, 2008)
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I11.1.3. Pharmacologie de la gentamicine
I111.1.3.1. Pharmacocinétique
I11.1.3.1.1. Absorption

La gentamicine est polycationique a pH physiologique, ce qui la rend librement soluble dans
I'eau et est donc mal absorbée par le tractus gastro-intestinal (Decker, 2018). Elle est donc
administrée par voie intraveineuse, ou intramusculaire pour traiter les infections bactériennes.
(Balakumar, 2010 ; Ramirez et Tolmasky, 2010 ; Craig, 2011).

I11.1.3.1.2. Distribution et métabolisme

La polarité cationique eélevée des aminosides empéche la majorité de la distribution
intracellulaire. Ainsi, les concentrations daminosides dans les sécrétions et les tissus sont
négligeables (Ali, 1995 ; Chambers, 2006). IIs diffusent relativement mal dans de nombreux tissus
(graisses, os, muscles striés) Cependant, de hautes concentrations sont retrouvées dans le cortex
rénal ainsi que dans I'endolymphe et la périlymphe de l'oreille interne, ce qui contribue a la
nephrotoxicité et a I'ototoxicité causees par ces drogues (Davis et al., 1984).

II1.1.3.1.3. Elimination

La GM est éliminée sous forme active essentiellement par voie rénale (80 a 90 % de
I’élimination sur 24 h) ou les concentrations urinaires d'aminosides sont de 25 a 100 fois plus
élevées que les concentrations sériques maximales obtenues une heure apres lI'administration (Levy
et al., 1986). L’élimination dépend de la dose et la vitesse de filtration glomérulaire (Ezaitouni et
al., 1999).

Seulement environ 2% de la dose administrée est excrétée extra-rénalement lorsque la
fonction rénale est normale et chez les patients ayant une fonction rénale altérée, la demi-vie
d’élimination est prolongée en fonction du degré de I’atteinte rénale, 1’4ge a également un effet
important sur le processus d’élimination de la gentamicine ou elle soit plus lente chez les
personnes agees que chez les personnes jeunes. Leur demi-vie d’élimination est d’environ deux
heures chez les patients ayant une fonction rénale normale (Montange, 2018).

I11.1.3.2. Pharmacodynamique

La premiere étape du mode d’action consiste en la pénétration intracellulaire via la membrane
externe des bactéries a Gram négatif. Ce passage intracellulaire est un transport actif dépendant
d’un gradient électrochimique nécessitant de 1’oxygeéne (Figure 5).

La seconde étape du mode d’action est I’inhibition protéique par laquelle la gentamicine se
fixe principalement sur la sous-unité 30s du ribosome. Cette fixation est a I’origine de nombreuses
erreurs dans les protéines synthétisées dont I’accumulation entraine une désorganisation et une
altération de la membrane cytoplasmique qui provoquent la mort de la bacterie héte (Kotra et al.,
2000 ; Montange, 2018).

111.1.3.2.1. Effet post-antibiotique

La fixation irréversible sur le ribosome est responsable de 1’effet post-antibiotique prolonge
qui se définit comme étant la poursuite de 1’action de ’antibiotique malgreé la faible quantité
restante dans I’organisme (Karlowsky et al.,1994).
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Pénétration nécessite . /- /O:j
de 'oxygéne O

Fixation sur la sous-unité

30 S du ribosome y

Figure 5 : Mécanisme d’action des aminosides (Kotra et al., 2000)

I11.1.4. Mécanisme de la néphrotoxicité induite par la gentamicine

Traditionnellement, on a considéré que la néphrotoxicité aux aminosides résultait
principalement de lésions tubulaires. Les altérations létales et sublétales des cellules
tubulaires génent la réabsorption et dans les cas graves, peuvent entrainer une obstruction
tubulaire importante (Lopez-Novoa et al., 2011).

I11.1.4.1. Les effets tubulaires
A. Induction de I'apoptose et la nécrose des cellules tubulaires proximales

La cytotoxicité de la gentamicine se produit dans les types de cellules dans lesquelles le
médicament s’accumule. Dans les reins, ces cellules constituent les cellules épithéliales du cortex,
principalement dans la partie proximale (Pattyn et al., 1988).

D'aprés ElI Mouedden et al (2000), Edwards et al (2007), Li et al (2009), le traitement des
animaux de laboratoire avec la gentamicine entraine 1’apoptose, ainsi que la nécrose de cellules
épithéliales tubulaires en culture.

L’apoptose pourrait dépendre de la concentration du médicament, comme avec d'autres
composeés cytotoxiques tels que le cisplatine et H,O,.( Shibuya et al., 2003 ; Saito et al., 2006). Et
pourrait dépendre aussi de I’assentiment des autres facteurs déclenchants ou prédisposants, tels
que le degré de I’ischémie sur des points spécifiques du parenchyme rénal (Chiarugi, 2005).

B. Augmentation de la phospholipidose et les atteintes lysosomales

La néphrotoxicité de la gentamicine est une phospholipidose due a l'inhibition des enzymes
responsables du métabolisme des phospholipides (Carlier et al., 1982).

La gentamicine subit une réabsorption partielle par les cellules tubulaires proximales par
endocytose qui entraine la fusion de vacuoles endocytiques avec lysosomes ou le médicament
s'accumule (Giurgea-Marion et al., 1986 ; Beauchamp et al., 1991). Cette accumulation induit le
processus de phospholipidose lysosomale, entrainant une nécrose tubulaire qui est un mécanisme
pathologique clé contribuant a la toxicité rénale (Laurent et al., 1983 ; Kadkhodaee et al., 2005).
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Les lysosomes sont considérés comme le site principal de I'accumulation de GM dans les
cellules proximales ou elle induit une phospholipidose lysosomale en inhibant l'activité des
phospholipases Al et C et de la sphingomyélinase. Lorsque la concentration d'aminoglycoside
dans les systemes endosomaux dépasse un seuil indéterming, elle perturbe les membranes de ces
systemes ainsi que leur contenu (Broe et al., 1984 ; Beauchamp et al., 1997 ; Laurent et al., 1990 ;
Yanagida et al., 2004).

Il a été conclu que la gentamicine réduit le catabolisme des protéines rénales en diminuant
I'activité des enzymes lysosomales (Olbricht et al., 1991).

C. Les lésions et les atteintes mitochondriales

Lorsque les membranes endosomales et endolysosomales sont perturbées par la gentamicine,
cette derniére soit versée dans le cytosol, ou elle peut agir directement ou indirectement sur la
mitochodrie par I’activation de la voie intrinséque de I’apoptose, I’interruption de la chaine
respiratoire et ’altération de la production d’ATP (Ngaha et Ogunleye, 1983).

D. L’inhibition de la Na*/K*ATPase

La Na*/K*ATPase est un composant clé de I’homéostasic du volume cellulaire, une
déréglementation ou un gonflement dans la cellule peut entrainer une nécrose ou une apoptose ce
qui affecte les voies tubulaires (DiBona et Powell, 1980 ; Lieberthal et Levine,1996).

Le site d'inhibition de la Na*/K*ATPase n’a pas été localisé. Bien que, in vivo, la gentamicine
inhibe l'activité de Na*/K*ATPase dans les tubes contournés proximaux (TCP) et non dans la
branche ascendante de Henlé, des travaux in vitro ont montré que la gentamicine inhibe I'enzyme a
la fois dans les TCP et les cellules de la branche de Henlé, lorsque les cellules ont été
perméabilisées pour permettre au médicament d'entrer dans les cellules. La conclusion était que la
gentamicine inhibe la Na*/K*ATPase dans les cellules de tubule rénal quand il accéde au
cytoplasme (Fukuda et al., 1991).

I111.1.4.2. Les effets glomérulaires
A. La prolifération, I'apoptose des glomérules rénaux et I'augmentation de
la contraction des cellules mésnagiales

La gentamicine a des effets glomérulaires qui alterent la filtration, elle engendre une
contraction mésangiale et provoque la réduction de Kf (coefficient d'ultrafiltration) et du DFG
(Schor et al., 1981; Dos Santos et al., 1991). Elle pourrait également causer un léger degre
d'apoptose dans les cellules mésangiales suivie d'une prolifération réparatrice (Martinez-Salgado et
al., 2004).

La gentamicine active la contraction de cellules mésangiales en culture et de glomérules
isolés. Plusieurs facteurs sont induits par la gentamicine augmentent la concentration de calcium
intracellulaire et provoquent la contraction des cellules mésangiales comme le facteur activateur
plaquettaire (PAF) (Rodriguez-Barbero et al., 1995 ; Martinez-Salgado et al., 1997). Ce dernier est
un médiateur lipidique puissant sécrété par les cellules mésangiales en culture en réponse a divers
stimuli, comme le lipopolysaccharide ou facteur de nécrose tumorale oo (Schléndorff et al., 1986 ;
Neuwirth et al., 1989 ; Camussi et al., 1992).

D'apres Rodriguez-Barbero et al (1995), la production du PAF augmente dans les glomérules
chez des rats traités par la gentamicine, par conséquence 1’administration de cette derniére joue un
réle majeur dans la médiation des effets glomérulaires responsable de la contraction des cellules
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(Lopez-Novoa, 1999). En fait, les antagonistes du PAF inhibent partiellement les effets induits par
la gentamicine.

I11.1.4.3. Les effets vasculaires

La gentamicine induit une réduction du débit sanguin rénal, cela provoque la chute de DFG et
augmente la sensibilité des cellules tubulaires a la mort cellulaire par réduction de la disponibilité
en oxygene et en ATP (Hishida et al., 1994).

La production de plusieurs vasoconstricteurs est augmentée suivant un traitement a la
gentamicine, notamment l'endothéline-1, le PAF, les métabolites de 1’acide arachidonique,
principalement des prostaglandines et thromboxane A2 provenant de cellules endothéliales et
cellules mésangiales (Assael et al., 1985 ; Persson, 1997).

La gentamicine active le systéme rénine-angiotensine et augmente sa concentration dans
I’endothélium rénal (Hishida et al., 1994).

La gentamicine altére également la relaxation des muscles lisses vasculaires en inhibant la
libération des dérivés de facteur relaxant de I'endothélium et induit une marginalisation des
leucocytes, conduisant a un colmatage vasculaire, une congestion et un infarctus dans les vaisseaux
rétiniens apres 48-72 h de traitement (De Nucci et al., 1988 ; Hines et Vinores, 1993).

I11.1.4.5. La gentamicine induit le stress oxydatif et I'inflammation

Il a été suggeré que le stress oxydatif joue un réle clé dans néphrotoxicité a la gentamicine
(Marumo et al., 1995). Dans un sens paralléle des données cliniques ont montré que la gentamicine
augmente directement la production de EROs (Espéces Réactives d’Oxygene) mitochondriales, qui
sont capables d’endommager de nombreuses molécules cellulaires, notamment les protéines, les
lipides et les acides nucléiques, altérant ainsi la fonction cellulaire, conduisant a 1’apoptose,
contribuant a la contraction vasculaire et des cellules mésangiale et participent a 1I’inflammation
(Figure 6) (Morales et al., 2010).

| Gentamicin |
8

Oxidative stress

Nitrosative stress

FOi= IT()H— | THZ()Bl

Inflammatory cascade

1

HHCAM-1 Activation of leucocyte tMCOCP-1
i - adhesion molecules :

Monocyte and macrophage
migration at site of injury. followed by renal inflammation

Gentamicin-induced
nephrotoxicity

Figure 6 : Role pathologique d'espéces réactives de I'oxygeéne dans I'induction de la
néphrotoxicité de la gentamicine (Balakumar et al., 2010)
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Selon Kourilsky et al (1982) et Geleilete et al (2002), des expérimentations animales et
d’autres chez 1’étre humain ont démontré qu’une réponse inflammatoire est impliquée dans la
néphrotoxicité induite par la gentamicine, avec une infiltration cellulaire, activation des cellules
résidentes, par I’augmentation de la production de cytokines, et I’hyperperméabilité capillaire.

La réponse inflammatoire est lancée comme un mécanisme de défense et de réparation, il
semble qu’elle contribue a la progression des 1ésions rénales . En fait, les stratégies de protection
des lésions rénales induites par le gentamicine inhibent généralement les réponses inflammatoires
(Bledsoe et al., 2006).

Le facteur kB (kappa-B) qui est un facteur nucléaire joue un réle clé au début du processus de
I’inflammation, qui suite a son activation par des ERO telle que 1’anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogéne il participe a I’expression de cytokines pro-inflammatoires et iINOS, ou il a été prouvé
que I’inhibition de ce facteur protége le rein des dommages causés par la gentamicine (Tugcu et
al., 2006). le NO dérivé de iNOS peut réagir avec 1’anion superoxyde et produire du peroxinitrite,
un radical hautement réactif ayant des effets cytotoxiques dont il contribue aux dommages
cellulaires et réduit la relaxation vasculaire (Xie et al., 1994).

En tant que tel, I’inflammation et le stress oxydatif fournissent une connexion entre la nécrose,
I’activation glomérulaire, vasculaire et la contraction, qui contribuent en fin de compte a la
formation des dommages tubulaires principalement par une réduction du DSR (Lopez-Novoa, et
al., 2011).

II1.1.5. Les biomarqueurs de la néphrotoxicité

Afin de détecter une toxicité rénale, les marqueurs plasmatiques (créatinine et urée) étaient
jusqu’a présent classiquement utilisés lors d’études précliniques, cliniques ainsi qu’en suivi de
traitement de routine a I’hopital. Du fait de leur manque de sensibilité et de spécificité, il est
nécessaire de définir des biomarqueurs alternatifs (Dieterle et al., 2010).

I11.1.5.1. Les nouveaux biomarqueurs
A. Protéines de haut poids moléculaire

L’albumine est la protéine urinaire la plus abondante chez la plupart des especes. Alors qu’un
fort taux urinaire est invariablement associé a un dommage fonctionnel ou structural du glomérule,
une faible augmentation peut résulter soit d’'une augmentation de la filtration glomérulaire, soit
d’une diminution de la réabsorption tubulaire (Russo et al., 2007).

Une microalbuminurie est rapportée lors de I’administration de certains médicaments comme
les antibiotiques, mais elle peut également avoir lieu en cas d’exercice physique important,
d’hématurie, de déshydratation, de fiévre ou d’infection du tractus urinaire, la mesure des taux
urinaires d’autres protéines de haut PM (transferrine, immunoglobuline G, haptoglobine ou a2-
macroglobuline) a également montré son utilit¢ pour estimer le degré d’atteinte glomérulaire
(Tencer et al., 2000 ; D’amico et Bazzi, 2003).

B. Protéines de bas poids moléculaire

Certaines protéines ayant un faible poids moléculaires comme la Cystéine-C, la BTP (B-trace
protein) et la RBP (retinol binding protein) ont prouvé leur valeur comme marqueurs plus
précoces et plus fiables que la créatinine en cas de réduction du débit de filtration glomérulaire ou
comme index de Iésion tubulaire rénale (Gueguen et al., 2012).
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C. Protéines a activité enzymatique

Hormis le déficit de réabsorption, une atteinte cellulaire au niveau du TCP peut se manifester
par un relargage dans les urines de certaines protéines cellulaires, plus particulierement vers celles
qui possedent une activité enzymatique citant le NAG , la GST , PAL, et ¥GT et finalement la
perforine, granzyme B impliquée dans les phénomeénes de lyse cellulaire et d’apoptose
(Westhuyzen et al., 2003).

D. Marqueurs de l'inflammation/cytokines

Parmi les nouvelles molécules identifiées comme marqueurs potentiels de trouble rénaux,
plusieurs proviennent du processus inflammatoire accompagnant la dysfonction rénale. Lors d’une
atteinte rénale, la sécrétion de NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin) augmente
significativement et ce tres tot aprés le début de I’atteinte rénale, comme lors de 1’administration
d’un médicament néphrotoxique, L’IL-18 est une cytokine pro-inflammatoire produite lors de
lésions inflammatoires ou ischémiques de nombreux organes dont le rein (tubule proximal) lors
d’une atteinte rénale aigue, il existe ainsi d’autres marqueurs comme Protéines liant les acides gras,
la Cyr6 (Cysteine -rich protein 61), Chemokines liant 1’élément CXCR3, qui interviennent dans la
néphrotoxicité induite par les médicaments et les dommages causés par le choc ischémique
(Bagshaw et al.,2007).

E. Protéines surexprimées en cas de souffrance tubulaire

Il apparait aujourd’hui comme nouveaux biomarqueurs des molécules dont les roles et
fonctions ne sont pas encore bien établis :
- KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) ou TIM-1 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 1) est
une protéine transmembranaire qui est surexprimée dans les cellules tubulaires proximales aprés
une déficience rénale aigu€ ou chronique du fait d’ischémie ou d’une néphrotoxicité (Ichimura et
al., 1998).
- NHE3 (Sodium-hydrogen antiporter 3) est le transporteur le plus abondant dans les tubules
rénaux et est localisé sur la membrane apicale des cellules des tubules proximaux. Aprés ischémie
et/ou nécrose chez le rat, I’expression tissulaire de NHE3 et son taux urinaire augmentent (Kwon et
al., 2000).
- La Clusterine et 1’ostéopontine sont des glycoprotéines exprimées dans les cellules de tubule
proximal dont la concentration de la clusterine dans les urines augmente significativement lors des
atteintes tubulaires et pas glomérulaires. Néanmoins 1’excrétion urinaire de 1I’ostéopontine serait
nettement augmentée au cours d’inflammation de 1’appareil rénal (glomérulonéphrite et néphrite
tubulo-interstitielle) (Xie et al, 2001 ; Hidaka et al., 2002).
- Endothéline-1 est un puissant vasoconstricteur sécrété par les cellules endothéliales vasculaires,
ou 1’augmentation de son excrétion urinaire sans augmentation de sa concentration plasmatique
suite a I’administration de certains médicaments comme les agents de radiocontraste pourrait le
rendre comme un outil pour le diagnostic de I’atteinte rénale aigue induite par néphrotoxicité
médicamenteuse (Fujisaki et al., 2003).

III.1.6. Autres toxicités de la gentamicine

I11.1.6.1. Ototoxicité et perturbation de la conduction nerveuse

Une ototoxicité peut survenir apres administration de la gentamicine par voies parentérale
(intraveineuse ou intramusculaire) (Rouas, 2010).
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L'ototoxicité causé par la gentamicine est souvent bilatérale, symétrique et irréversible.
L’incidence de I’ototoxicité induite par la gentamicine varie de 2 % a 25 % de patients traités avec
des variations selon la durée d’exposition (Robert, 2013).

La gentamicine a également un effet neurobloquant de type curarisant par diminution de la
libération d’acétylcholine a I’extrémité de 1’axone et par compétition avec ’acétylcholine sur les
récepteurs cholinergiques. Il en résulte une paralysie des muscles de la respiration et une
dépression de I’activité cardiaque. Ces effets s’ajoutent aux effets dépresseurs exerces par les
substances anesthésiques (Moisan, 2013).

IV. L’espece étudiée : Acacia raddiana (Savi)
IV.1. Généralité

Acacia tortilis (Forssk.) Hayne subsp. raddiana (Savi) Brenan (communément appelée
A.raddiana (Savi)) est un arbre légumineux originaire des régions sahélienne et saharienne du
continent africain . C'est I'une des 155 especes spontanées du genre acacia en Afrique (Ba et al.,
2002).

Acacia raddiana (Savi) est une sous-espece qui appartient au genre Acacia, famille des
Fabaceae, sous-famille de Mimosoideae (Pottier-Alapetite, 1979 ; Fagg, 1991). C’est un arbre ou
arbuste épineux (Figure 7), pouvant atteindre 7 a 13 m de hauteur avec un diametre de 40 a 50 cm
avec une cime est fournie (Berkai, 2015). L’Acacia raddiana (Savi) se différencie des autres
Acacias par I’existence des épines stipulaires brunes mesurant 1.5 a 2cm, sa silhouette en forme de
parasol (Djebril, 1998 ; Dommergues et al., 1999).

IV.2. Systématique de I'espéece

D’un point de vue taxonomique et nomenclatural, la sous-espece Acacia tortilis
subsp.raddiana peut étre classée selon APGII comme suit :

Reégne: Plante

Embranchement: Spermatophytes
Sous-embranchement: Angiospermes
Classe: Dicotylédones

Sous classe: Résidees

Ordre: Rosales

Famille: Fabaceae

Sous famille: Mimosaceae
Genre: Acacia

Espeéce: tortilis (Forsk.) Hayne
Subsp.: raddiana (Savi) Brena

Noms vernaculaires
En francais : Acacia
En anglais : Umbrella thorn

En arabe : Talh, Talha, i, (De Lajudie et al., 2003)

Figure 7 : Photographie d’Acacia raddiana (Savi)

IV.3. Répartition géographique

Les espéces du genre Acacia couvrent des aires géographiques tres diversifiées
comprenant I'Afrique, 1'Australie, I’ Asie et 'Amérique (Guinet et al.,1978). D’apreés (Le Floc’h et
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Grouzis, 2003) I’espéce est de tres large répartition, elle présente a la fois sous bioclimat tropical
sec et aride du Sahel et du Sahara, mais également sous bioclimat méditerranéen aride et semi-
aride.

En Algérie, A.raddiana (Savi) a une aire de répartition s’étalant sur les régions du Sahara
occidental (Touat et Saoura) et central (Tidikelt et Hoggar), ces peuplements sont localisés dans la
région de la Saoura ou ils constituent des savanes désertiques, s’étendant vers le sud marocain en
plus de quelques pieds dans le massif du Hoggar et Gourara ( Hannani et Chehma, 2012).

IV.4. Composition chimique

Les légumineuses produisent une grande diversité de métabolites secondaires (Wink, 2013).
Les espéces d’Acacia constituent une riche source de composés bioactifs, notamment des phénols,
des alcaloides, des saponines, des terpénoides, des stérols, des polysaccharides, des acides aminés
non protéiques, des acides gras et divers acides organiques (Steinmann et Ganzera, 2011).

Les flavonoides et les tannins (Tanins hydrolysables et condensés) se trouvent en grande
quantité dans 1’Acacia raddiana (Savi), ainsi que les anthocyanes (EI Mousallamy et al., 2001 ;
Kebbas et al., 2015).

La caractérisation des feuilles d’Acacia raddiana (Savi) par CCM a montré la présence de
plusieurs types de tanins, flavonoides, les coumarines, les anthraquinones, les alcaloides, les
saponines, les stérols et les terpénes. La xanthophylle et le caroténe sont également présents, en
plus de chlorophylle a et b et phéophytine (Slimani et al., 2015 ; El Yahyaoui et al., 2017).

IV.5. Propriétés thérapeutiques

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remédes pour
les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique (Nostro
et al., 2000).

Diverses espéces d’Acacia ont été utilisées en médecine traditionnelle pour un large éventail
de maladies (par exemple, diabete, infection virale, dysménorrhée, eczéma, paludisme, goutte,
jaunisse, douleurs abdominales, problemes rénaux, constipation, lépre, pieux, pneumonie,
rhumatisme, rhumatisme, fievre et cancer) (Tableau I) (Bellakhdar, 1978 ; Boulos, 1995 ; Subhan
et al., 2018).

Les espéces d’Acacia ont fait ’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en
évidence des activités variées. La majorité d’entre elles concernent surtout des effets anti-
inflammatoires, antiviraux, antimicrobiens, antioxydants, anticancéreux, antidiabetiques,
immunomodulateurs, hépatoprotecteurs et cardioprotecteurs (Subhan et al., 2018).

Toutes les espéces d’Acacia testées ont montré une activité antioxydante allant de modérée a
élevée dans divers tests utilisés. Ainsi, les espéces d’Acacia constituent une source potentielle de
récupération d’antioxydants naturels pouvant étre utilisés dans les industries agro-alimentaires ou
pharmaceutiques (Subhan et al., 2018).
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Tableau 1 : Potentiel thérapeutique pharmacologique de 1’Acacia tortilis.

Partie de la Maladie Activité pharmacologique
Polvsaccharide extrait & L’activité inhibitrice de la a -D-
y Diabete glucosidase par le polysaccharide de la

rtir mme ex t " .
partir de gomme exsudats gomme a été trouvée

L’extrait de I’écorce de la tige a montré
une forte activité contre Candida
albicans avec MIC 125 pg/250 pg ml et
MFC/ml. Il montre également une
Ecorce de la tige Maladie fongique activité moderée contre Aspergillus niger
avec la MIC et MBC = 1000 pg.ml™
(extrait de 1’ eau). Ainsi, il peut étre
utilisé comme un agent antifongique
efficace

Le tanin forme des couches de protection

sur la peau et les mugueuses de bétail, il

est bénéfique en cas de diarrhée chez les
bovins

Tanin d’écorce Diarrhée

L’écorce de la tige de I’A. tortilis, en
Tanzanie, est pilée et trempée dans 1’
Ecorce de la tige Maladies infectieuses eau puis utilisée pour traiter les
infections de la bouche et des probléemes
dentaires et les maladies infectieuses

En cas de toux séche la drogue entiere
Bois Toux seche est appliquée sur du charbon et la fumée
est absorbée par voie nasale

A Djibouti, en cas de diphtérie, les
racines sont écrasées et trempées dans 1’
eau et prises par voie orale, alors que les
Racine Toux et diphtérie plaies des feuilles ou des racines
chauffées sont appliqués in situ. Les
feuilles et la pate de racine sont
appliquées localement

L’écorce de racine de [’A4. tortilis

Ecor racin Malaria A A -
corce des racines posséde une activité antipaludique
L’utilisation de 1 * extrait aqueux conduit
a une diminution du cholestérol et a une
Hyper

diminution du poids chez les rats. A.
L’extrait aqueux cholestérolémie tortilis inhibe la biosynthése des
prostaglandines et est également efficace
dans les réactions inflammatoires et
comme fébrifuge

et inflammation

L’extrait méthanolique d’A. fortilis a une
activité contre le paludisme et la
leishmaniose

Extrait méthanolique de A. Leishmaniose et maladie
tortilis parasitaire

(Yadav et al., 2013)
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Ce présent travail a porté sur 1’étude de D’effet néphrotoxique de la Gentamicine et
néphroprotecteur de 1’extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi). Les différentes analyses se
sont déroulées durant une période de quatre mois allant du mois de mars au mois de juin.
L’extraction et la caractérisation des composés phénoliques totaux de la plante médicinale
ont été realisées au niveau de Laboratoire PFE a 1I’Université Saad Dahlab-Blida-1. L’évaluation
de la néphrotoxicité de la Gentamicine ainsi que 1’effet néphroprotecteur de 1’extrait d’Acacia
raddiana (Savi) ont été réalisées a 1’unité de production du groupement Saidal Gué de
Constantine-Alger.

I. Matériel
1. Matériel végétal

La présente étude est réalisée sur les feuilles et les glomérules ; o
d’Acacia raddiana (Savi). La plante a été récoltée au début du mois |
de Décembre au niveau de la région de Abadla, wilaya de Béchar.
Elle a ét¢ séchée a Dair libre et a 'ombre pendant dix jours et
conservée ensuite dans des sacs en papier a I’obscurité tout en
¢vitant I’humidité. Cette étape est réalisée dans le but de diminuer
la teneur en eau de la plante (Figure 8), réduisant ainsi les
réactions d’altération chimique, enzymatique, bactérienne et de
permettre un broyage efficace.

Figure 8 : Photographie des parties
o . étudiées d’Acacia raddiana (Savi)
2. Matériel animal (Originale, 2019)

L'étude a été réalisée sur 24 souris NMRI, des deux sexes dont
le poids varie entre 25-30 g. Les souris sont logées dans des
cages en plastique transparent ou chaque cage regroupe 3 souris a
une température ambiante de 20+2°C et d'humidité relative de
56+5%. Avec un régime alimentaire de granulées d’origine ONAB
(Office Nationale d’Alimentation de Bétail), de I’eau de maniére
ad-libitum. L’expérimentation a porté sur des souris saines et
adultes.

Figure 9 : présentation d'un lot des
3. Réactifs chimiques et matériel instrumental souris (Originale, 2019)

Le matériel non biologique utilisé dans notre étude est composé de verreries,
d’appareillage, de produits chimiques et de réactifs qui sont résumés dans 1’annexe (1).

I. Meéthodes

1. Préparation de I'’extrait méthanolique de I’Acacia raddiana (Savi)

1.1. Broyage et tamisage

Le matériel végétal séché a été broyé a 1I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine qui a été tamisée sur un tamis de diametre de 125 pum pour avoir une poudre
homogeéne. La poudre végétale a été conservée dans un récipient en verre hermétiquement fermé.
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1.2. Macération

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner la
matiére végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs.

L’extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi) est préparé par macération de 10g de la
poudre a température ambiante dans 100 mL du méthanol a 80% pendant 72 heures a 1’abri de la
lumicre et sous agitation. L’extrait est séparé de la poudre par filtration sur papier Wattman n°3. Le
filtrat ainsi récupéré a été versé dans un bocal en verre sans couvercle et d’environ 10 cm de
diamétre puis placé dans I’étuve réglée a une température < 40°C, permettant ainsi d’obtenir un
extrait caractérise par une couleur brun foncé, qui est considéré comme étant 1’extrait brut. Le
rendement de I'extrait a été calculé par rapport a la masse initiale de la matiére séche.

[R(%) =M/ MO X 100]

* R (%) : Rendement exprimé en %
* M : Masse en gramme de I’extrait brut résultant.
= Moy : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

2. Analyse phytochimique

2.1. Extraction des polyphénols et des flavonoides totaux

Les polyphénols et les flavonoides totaux sont extraits selon la méthode de (Zhang et al.,
2010) avec quelques modifications. 0,1g de feuilles fraiches sont broyés dans 2 mL de méthanol a
80 %. Aprés centrifugation (12.000 trs. min™, 30 min), le surnageant est récupéré et sera utilisé
pour le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux.

2.2. Dosage des polyphénols totaux
2.2.1.Principe

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée selon la méthode de Singleton et Rossi 1965
qui repose sur la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin Ciocalteu est un
acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW1,04) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMO1,04). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un melange
d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne (Ribereau, 1968).

2.2.2.Méthode de dosage

0.25 mL de surnageant a été ajouté a 3.5 mL d’eau distillée, et 0.25 mL de réactif de Folin
Ciocalteu. Aprés 3 mn, 1mL de solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 20% a été ajoutée.
Les tubes ont été agités et incubés pendant 40 mn dans un bain Marie a 40 C°. Au bout de 40 mn
une coloration bleue se développe, la densité optique a été mesurée a 760nm. La concentration
des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de régression de la courbe d’étalonnage
de I’acide gallique établie avec 1’acide gallique et exprimée en milligramme équivalent d’acide
gallique par gramme de matiére végétale seche (mg EQAG/g MVS).
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2.3. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides totaux ont été quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun
et al., 1996). 1mL de I’extrait (préparé dans du méthanol & 80% ) a été ajouté & 1mL de la solution
d’AlCl3 (2 %, dans le méthanol a 80%). Le mélange est vigoureusement agité et 1’absorbance est
lue a 440 nm aprés 10 min d’incubation a 1’obscurité. La concentration des flavonoides a été
calculée a partir de la courbes d’étalonnage établie avec la quercétine et exprimée en milligrammes
équivalents de quercétine par grammes de matiére végétale seche (mg EQ/g MVS).

2.4. Extraction et dosage des anthocyanes totaux

Les anthocyanes totales sont extraites selon la méthode modifiée de (Gould et al., 2002).
50 mg de feuilles fraiches ont été broyés dans 2 mL de méthanol : HCI a 1% (99 : 1, V/V). Aprés
centrifugation (12.000 trs. min™, 30 min), le surnageant a été récupéré. Deux lectures au
spectrophotométre sont faites, I’une a une densité optique de 530 nm, la seconde a 657 nm.
Les anthocyanes totales sont calculées selon la formule suivante :

AA x 449.2 x Facteur de dilution
29600 x Poids (g)

= AA: Aszo- 0.25A657
= 449.2 : poids moléculaire de la cyanidine-3-glucoside.
= 29600 : coefficient molaire d’extinction.

Les teneurs en anthocyanes sont exprimées en mg d’équivalents de cyanidine 3- glycoside. mg™
MVS (mg eq Cya - 3 glc . g MVS).

3. L’activité anti-radicalaire (DPPH)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyle (o,a-diphenyl B picrylhydrazyle) est
I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant des
composes phénoliques (Blois,1958 ; Brand-Williams et al., 1995). Il posséde un électron non
apparie sur un atome du pont d’azote.

La réduction du radical libre DPPH (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant peut
étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de
couleur jaune.

3.1. Méthode de dosage

L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole decrit par Lopes-Lutz
et al (2008). 50ulL de chaque solution méthanolique des extraits & différentes concentrations
(10mg.mL™ ; 20mg.mL™; 30mg.mL™ ; 40mg.mL™ ; 50mg.mL™) sont ajoutés & 1,95 mL de la
solution méthanoique du DPPH (0,025¢/L). Parallelement, un témoin négatif est préparé en
mélangeant 50uL de méthanol avec 1.95 mL de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de
I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515 nm aprés 30 min
d’incubation a ’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard, I’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesurée dans les
mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration.
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3.2. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux
libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

[ 9%AAR = [ (Abs, - Abs,) / Absy] X 100 ]

* 9%AAR : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire.
=  Abs ; : Absorbance de 1’échantillon.

= Abs: Absorbance du controle négatif.

4. Induction de la néphrotoxicité par la gentamicine

Pour induire une néphrotoxicité chez les souris, nous avons utilisé de la Gentamicine® une fois
par jour & une dose de 100 mg.kg™ PC pendant sept jours consécutifs permettant de provoquer une
néphrotoxicité chez les souris (Whiting et al., 1981).

4.1. Traitement des animaux

Dans le cadre de cette étude, 15 souris saines des deux sexes pesant entre 25 et 30 g ont été
utilisées. Les animaux ont été logés dans des conditions de laboratoire standard (12 h de lumiére et
12 h d'obscurité) dans une chambre a température contrélée (20 + 2°C) pendant toute la durée de
I'expérimentation. Les animaux ont eu acces a la nourriture et a I'eau ad-libitum tout au long de
I'étude.

Les souris ont été divisées en 5 lots de trois souris chacun :

= Lot : Lessourisontrecu I'eau physiologique a 0.9% seul ;

= Lot Il: Les souris ont recu quotidiennement, par voie intrapéritonéale, 100 mg.kg™ de
Gentamicine® ;

= Lot Il : Les souris ont recu quotidiennement, par gavage 200 mg.kg™ a raison de 0.5mL par
souris de Vitamine C et 30 minutes aprés, par voie intrapéritonéale, 100 mg.kg™ de
Gentamicine® :

= Lot IV : Les souris ont recu quotidiennement, par gavage 200 mg.kg™  raison de 0.5mL par
souris de I’extrait de plante et 30 minutes aprés, par voie intrapéritonéale, 100 mg.kg™ de
Gentamicine® :

= Groupe V : Les souris one recu quotidiennement, par gavage 200 mg.kg™ & raison de 0.5mL

par souris de I’extrait de plante.
4.2. Sacrifice des animaux, récupération des reins

Vingt-quatre heures aprés la derniére dose de Gentamicine®, les animaux ont été pesés a
nouveau et anesthésiés a I'éther et sacrifiés. Immédiatement apres le sacrifice, les deux reins de
chaque souris ont été récupérés et rincés par 1’eau physiologique saline (0,9% NaCl), 1’un des
reins a été immergé dans une solution tamponnée de paraformaldéhyde a 10% pour les coupes
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histologiques et I’autre a été conservé a -20 ° C pour les dosages du taux de Malondialdéhyde
(MDA), des protéines totales, et de la catalase (CAT).

4.3. Préparation de 'homogénat tissulaire

0,1 g de rein conservé a été broyé dans 0.1% de Triton X-100 pour les protéines, 1% de Triton
X-100 pour la Catalase et dans un tampon phosphate pour le MDA a 1’aide d’un
homogénéisateur Potter pour obtenir a la fin un homogénat total a 1:10 (p/v). Les homogénats ont
été centrifugés & 4 000 trs .min™" (+4°C) pendant 15 min pour déterminer le MDA, les
concentrations en protéines, et la CAT.

5. Dosage Des Protéines par la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951)

Les teneurs en protéine des solutions enzymatiques ont été dosées selon la méthode de Lowry
et al (1951). Elle repose sur deux réactions différentes, la premiéere est la réaction des protéines
avec le sel de cuivre en milieu alcalin ; la deuxieme réaction est la réduction du réactif de
Folin-Ciocalteu (phosphotungstomolybdique) (Figure 10). La solution protéique donne une
coloration bleue qui résulte de la réaction de cuivre avec les liaisons peptidiques et la réduction de
I’acide phosphotungstomolybdique des acides aminés : tyrosine, tryptophane et la cystéine. Les
éspeces reduites qui résultent absorbent a 750 nm.

Valine @ Aspartic acid @ Phenylalanine

Figure 10 : Interaction des ions de cuivre avec les proteines (2016,
www.genotech.com/bulletins/protein-assays-introduction.pdf)

5.1. Extraction des protéines (Munro et Downie, 1964)

1ml de TCA a 1% est mis dans un tube en verre contenant 100 puL de I'hnomogénat suivie
d'une centrifugation & 4000 tr. min™ pendant 15min. Le surnageant est éliminé, et le culot est
repris dans 1ml de TCA & 1% et centrifugé & 4000 tr. min™ pendant 15min, le surnageant est
éliminé une deuxiéme fois, les bords supérieurs des tubes sont sechés par la suite avec du
papier filtre. Le culot est repris dans un mélange d'alcool/éther (v/v) et centrifugé & 4000 tr. min™
pendant 5min, le surnageant est jeté, les bords supérieurs des tubes sont séchés par la suite avec
du papier filtre. Ensuite le culot est lavé avec 1 ml d'éther éthylique et centrifugé & 4000 tr. min™
pendant 5min, le culot parfaitement séché a I'air chaud, est repris dans 1 ml de NaOH (1M).
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5.2. Préparation de la solution de dosage

Solution A : Elle est préparée a partir de 3 solutions :

Solution 1 : 0,5 mLde tartrate de sodium et de potassium a 2% ;

Solution 2 : 0,5 mL de sulfate de cuivre CuSO4a 1% ;

Solution 3 : 50 mL de carbonate de sodium a 2% (dans NaOH 0,1 N).
Solution B : Réactif de Folin - Ciocalteu dilué de moitié dans I'eau distillée.

5.3. Méthode de dosage

200 pL de préparation protéique a été ajouté a 1 ml de solution A. Le milieu réactionnel a été
agité et laissé au repos pendant 10 minutes a 25°C. A la fin du temps d'incubation, un volume de
100 pL de solution B a été ajouté. Le mélange a été incubé pendant 30 min a l'obscurité pour
permettre le développement de la couleur. La densité optique du test a été mesurée a 750 nm. La
densité optique obtenue a été ensuite convertie en mg de protéine grace a une droite d'étalonnage
préparée dans les mémes conditions. Le sérum albumine bovine (BSA) a été utilisé comme
protéine de référence.

6. Dosage de I'activité de la catalase cytosolique

L’activité de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode de Aebi (1984).
L'enzyme CAT catalyse le peroxyde d'hydrogéne en eau (H,O) et en oxygéne (O,). A 240 nm,
I'absorption UV du peroxyde d'hydrogene peut étre mesurée. La valeur d'absorption du peroxyde
d'hydrogene diminue lorsqu'elle est décomposée par la CAT. Ainsi, I’activité de la CAT peut étre
calculée en mesurant la diminution de I’absorption du peroxyde d’hydrogéne.

50 uL d'échantillon a été ajouté a 950 uL de tampon phosphate (50 mM, pH 7,4), la réaction a
été déclenchée par I'addition de 500 uL de H,O, (30mM) fraichement préparé. le dosage a été
effectué avec une cuve en quartz. La réaction est contrdlée par une lecture continue du changement
d’absorbance a 240 nm aprés chaque 15 secondes dans un intervalle de temps de deux minutes.

La catalase étant une enzyme a cinétique non Michaélienne, donc non saturable, l'activité de
catalase sera estimée en calculant la constante de vitesse de premier ordre de disparition
de H,0; (Aebi, 1984). La constante de vitesse de disparition de H,O; (K) est définie telle que :

[ K=2.303/T x LOg A /A, ]

K : Constante de vitesse de la réaction.
T : intervalle de temps en minute.

A : absorbance au temps zéro.

A, : absorbance aprés deux minutes.

L’activité de I’enzyme est calculée selon I’équation suivante :
U/mg = K/n
= n:masse de protéines en mg.

7. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation lipidiqgue est estimée par la détermination des quantités de
malondialdéhyde (MDA) selon la méthode de Yagi (1976). Le MDA est ’'un des produits
terminaux de I’oxydation lipidique dans 1’état de stress oxydatif.
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Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100°C) entre une molécule de
MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment de couleur rose ayant une
absorbance maximale a 532 nm (Figure 11).

OH OH
0 0 r | |
+ H,JUL_H — | ] -
2h0 N" oH Ho" N Mg
TBA MDA Dérivé MDA (TBA);

Figure 11 : Le mécanisme de la quantification de la réaction de TBARS. (Schaur
et al, 2015)

7.1. Méthode de dosage

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100uL d’échantillon, 400 pL de réactif TBA
(20% TCA ; 0.375% TBA; 0.01% Butylhydroxytoluéne (BHT); (HCL) 1N) et fermer
hermétiqguement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100°C pendant 15 minutes. Puis
refroidir dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes ouverts pour permettre
I’évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000 tours/minutes pendant 5
minutes et lire 1’absorbance du surnageant a 532 nm a l’aide d’un spectrophotomeétre.

La concentration de TBARS (Thiobarbituric reactive species) a été déterminée en utilisant le
coefficient d’extinction moléculaire du MDA (€ = 1.53 10° M™.Cm™). Les résultats sont exprimés
en nmol.mg™ Protéines.

8. Réalisation des coupes Histologiques

Les coupes histologique du tissu rénal des différents lots ont été réalisés au niveau du
laboratoire d'Anatomie pathologique, CHU Salim Zemirli-EI Harrach. Les techniques
histologiques passent par plusieurs opérations qui s’enchainent. La technique utilisée est celle
proposée par Martoja et Martoja-Pierson (1967) a I'nématoxyline & éosine passant par opérations
qui s’enchainent comme suivant :

8.1. Lafixation

Réalisée dans le formol a 10 % qui se polymérise avec les polypeptides entrainant leur
insolubilité.
8.2. Lavage, déshydratation et éclaircissement

Le lavage est fait dans de I’eau courante, ensuite, puis les piéces sont déshydratées en les
amenant graduellement depuis le liquide de lavage jusqu’a I’alcool absolu par des bains successifs,
puis on passe a I’éclaircissement en mettant les piéces dans un solvant de la paraffine qui est le
xylene dans notre cas.

8.3. L’inclusion

Les pieces sont inclues dans un bain de paraffine fondue pendant deux heures. La paraffine va
peu a peu pénétrer les tissus en remplacant le solvant.
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8.4. Construction des blocs

Apreés la saturation des piéces par la paraffine fondue, on passe a I’inclusion définitive dans de
petits moules a fond plat qui servent & donner la forme du bloc. Ce dernier peut se conserver
pendant des années sans dommage.

8.5. Préparation des coupes, étalement sur lame

Le bloc de paraffine est collé au porte-objet puis débité en tranches minces grace a un
microtome. Les coupes sont collées sur des lames de verre recouvertes d’un film de geélatine
(liquide d’étalement). Ensuite, les lames sont séchées a 1’étuve 37°C.

8.6. La coloration

Cette étape permet de mettre en évidence spécifiquement les différentes structures tissulaires
et cellulaires et pour cela, on met les lames dans un bain d’hématoxyline pendant 3 min, suivi
d’un bain d’éosine pendant 5 min, et on rince dans deux bains successifs d’éthanol a 90%, puis on
laisse sécher.

8.7. L’étude microscopique

Les examens qualitatifs des tissus préparés et I'obtention de leurs photos ont été réalisés a
I'aide d'un microscope optique de type Leica (DM500) en utilisant les grossissements (Gx100 et
Gx400) et photographiés par une caméra.

9. Evaluation de l'activité anti-inflammatoire in vivo (Test d’'induction
d’cedeme a la carragénine)

L’objet de ce test est de déterminer [Dactivit¢é anti-inflammatoire de [D’extrait
méthanolique de Acacia raddiana (Savi) selon le test de Levy (1969).

L’injection de la carragénine sous 1I’aponévrose plantaire de la patte de la souris provoque
une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-inflammatoire.

La comparaison de la réduction de I’cedéme aprés I’administration du produit anti-
inflammatoire a tester et du produit de référence permet d’évaluer 1’activité anti-inflammatoire.

9.1. Mode opératoire

Une dose de 200 mg.kg™ d'extrait méthanolique d'Acacia raddiana (Savi) est dissoute dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO). L’efficacité de ce dernier est appréciée en comparaison avec un
produit anti-inflammatoire de référence (Diclofénac 75mg.kg™).

Neuf souris de race NMRI, des deux sexes, pesant en moyenne 30g, sont reparties en 3 lots, a
raison de 3 souris par lot. Les souris sont soumises a une photopériode de 12h lumiere, elles
doivent €tre mises a jeun 18h avant le test, tout en ayant un acces libre a 1’eau. Les souris sont
traités comme suit :

= Autemps T,.

Lot témoin : chaque souris regoit 0,5 ml du DMSO par gavage ;

Lot a testé : chaque souris recoit 0,5 ml de la solution de I’extrait de la plante par gavage ;

Lot de référence : chaque souris recoit 0,5 ml de la solution du produit de référence par gavage.
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= Autemps To+30 min :

L’inflammation est provoquée en injectant 0.1mL d’une solution de carragénine a 2% sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche de chaque souris (Figure 12).

=  Autemps To+ 4h 30min :

Apreés quatre heures et demie, I’activité anti-inflammatoire est évaluée en sacrifiant les souris
par 1’éther, puis en coupant les pattes postérieures au niveau de ’articulation (Figure 13). Chaque
partie est pesée séparément en utilisant une balance analytique.

Figure 12 : Photographie d’injection Figure 13 : photographie du
de la carraghénine sous I’aponévrose découpage des pattes postérieures a
plantaire de la patte arriére gauche hauteur de DParticulation (Originale,
(Originale, 2019) 2019)

9.2. Evaluation des résultats de I'effet anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire est exprimée par le calcul du :

Pourcentage d’augmentation de 1’cedéme (% Aug) des pattes gauches par rapport des pattes droites
de chaque lot selon la formule :

9%6AUQ = Moyenne des poids de la PG — Moyenne des poids de la PD % 100

Moyenne des poids de la PG

Pourcentage de réduction (%Red) selon les formules :
e ™

% aug lot 1 - % aug lot 2
%Red du lot traité par le produit testé = % aug lot 1 x 100
N J
e - - 2
%Red du lot traité par le produit de 7029 lot1-%aug lot 3 100
référence - % aug lot 1 X
N J
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10. Analyse statistique

Les logiciels STATISTICA (Version 10.0 ; Statsoft Inc.2011), Excel (Version 1.7 ; Microsoft
2007), ont été utilisés pour les analyses statistiques et la conception des graphiques. Les valeurs
présentées dans les différents graphiques et tableaux représentent les moyennes de 3 répétitions +
I’écart type de cette moyenne. Nous avons utilis¢ les tests de I’analyse des variances ANOVA pour
comparer entre les valeurs du groupe témoin et celles des groupes traités par 1’extrait d’Acacia
raddiana (Savi), le test post hoc de Tukey pour déterminer les groupes homogeénes et faire ressortir
les différents significatives entre les moyennes des groupes au seuil de P < 0,05 < 0,01 < 0,001.
Enfin le calcul du coefficient de corrélation (r) nous a permis d’évaluer le lien et le profil
d’évolution de certains paramétre mis deux a deux.
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L. Caractérisation phytochimique
I.1. Rendement de I'’extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi)

L’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et des glomérules d’Acacia
raddiana (savi) par macération dans le méthanol aqueux (80%), nous a permis de déterminer le
rendement de leur extrait brut qui est dprésenté dans le tableau II.

Tableau Il : Rendement en polyphénols de I’extrait méthanolique d'Acacia raddiana (Savi)

Solubilité Rendement

Méthanol-Eau 14,81 + 1,35%

L’extraction de composés phénoliques de notre extrait a donné un rendement égal a 14,8 +
1,35%, dont nous avons utilisé une poudre a la place de la plante entiére car d’aprés Perva-
Uzunalic et al (2006), I’extraction soit améliorée du fait de rendre 1’échantillon plus homogene ce
qui augmente surface du contact avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules
qui ne sont pas détruites aprés le broyage. Cela pour dire que le rendement d’extraction est
tributaire de plusieurs facteurs qui peuvent influencer les performances de I’extraction, tels que la
taille des particules, la nature du solvant, la température, le temps d’extraction et le degré
d’agitation.

Nous avons opté¢ pour le méthanol 80% pour I’extraction des composés phénoliques des
feuilles et des glomérules d’A.raddiana (Savi) car il a été rapporté dans la littérature que la
combinaison méthanol-eau pourrait donner le meilleur rendement d’une macération. Cependant la
dégradation de polyphénols provoquerait la diminution de rendement d’extraction avec la
progression de temps (Mohammedi et Atik, 2011 ; Naima et al., 2015).

Alain et al (2015) ont rapporté un rendement de 1’extrait éthanolique et hydro-éthanolique de
5,6% et 15,2% respectivement sur [’Acacia polyacantha. Ces résultats nous ont permis de
constater que 1’eau augmente la surface de contact, permettant ainsi I’augmentation du rendement
de I’extraction.

Moure et al (2000) et Trabelsi et al (2010) ont montré que la présence de 1’ecau dans les
solvants mixtes augmenterait la perméabilité des tissus végétaux et favoriserait le phénomene de
diffusion de masse dans 1’étape d’extraction.

En outre, Bouchouka (2016) a trouvé un rendement de 19,62% sur la Genista saharae. Ces
résultats montrent que le méthanol a une bonne capacité a faire extraire les composés phénoliques
de la plante di a l'affinité de ces composés phénoliques au solvant polaire.

Notre étude s’est basée sur la macération des feuilles et les glomérules d ’A. raddiana (Savi) dQ
a leur richesse en composés phénoliques dans cette partie. Ceci a été confirmé par Falleh et al
(2008), dont les rendements sont plus éleves dans les feuilles par rapport aux autres parties de la
plante telle que les tiges et racines.
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1.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols de I’extrait hydroalcoolique de [’Acacia raddiana (Savi) est

exprimée en mg d’équivalents d’acide gallique par gramme de mati¢re végétale seche (mg EAG.
-1
g MVS):

Teneur en polyphénols (mg EAG.g* MVS) = 15,19 + 0,35

Le dosage des polyphénols totaux est fait par la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode
est considérée comme la meilleure méthode de détermination du taux des polyphénols totaux des
extraits de plantes, car elle est standardisée, simple, reproductible et les interférences avec la
matrice de I’échantillon qui est souvent coloré sont minimisés a la grande longueur d’onde
d’absorption utilisée (765 nm) (Djeridane et al., 2010 ; Huang et al., 2005).

Nos résultats indiquent que la teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique est de I’ordre de
15,19 mg EAG. g*MVS, cette teneur est inférieure a celle obtenue par Karoune (2016) avec
I’Acacia raddiana (Savi) (23,94 mg EAG.g* MVS) qui rapportent que les teneurs les plus élevés
en polyphénols seraient obtenues avec une macération méthanolique (Naima et al., 2015).

L’éthanol en combinaison avec 1’eau permet une meilleure extraction des polyphénols totaux.
Alors I’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols (Sripad et
al., 1982) par modulation de la polarité du solvant organique (Koffi et al., 2010 ; Mohammedi et
Atik, 2011). Cette augmentation est peut étre di a l'affaiblissement des liaisons d'hydrogéne dans
les solutions aqueuses. Elle pourrait également étre due a l'augmentation de la basicité et de
I’ionisation des polyphénols dans de telles solutions (Sripad et al., 1982). La solubilité des
polyphénols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles, de poids moléculaire
et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mohammedi et Atik, 2011 ).

Les valeurs de nos résultats sont inferieures que celles trouvées dans certaines especes
appartenant a la famille des Fabaceae telle que H. ledifolium qui révele une composition en
polyphénols de 17,3 + 1,0 mg EAG.g™* MVS via une macération méthanolique (Tawaha et al.,
2007).

L'extraction des polyphénols par macération, bien que généralement longue et exige des
solvants organiques qui sont chers et dangereux pour la santé, est la seule méthode utilisable dans
le cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragile (Ben Amor, 2008 ; Garcia-Salas et al.,
2010 ). Par exemple, I’extraction au Soxhlet se fait a la température d’ébullition du solvant ce qui
entrainerait la dégradation thermique des composés thermosensibles, contrairement a la macération
qui se déroule a température ambiante, (Popovici et al., 2009).

I.3. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides est obtenue & partir d’une courbe d’étalonnage établie avec des
concentrations croissantes en quercétine. Elle est exprimée en mg d’équivalents de quercétine par g
de matiére végétale séche (mg EQ. g™ MVS) :

Teneur en flavonoides (mg EQ.g™* MVS) = 4,57 + 0,0311
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Le résultat de notre dosage a donné une valeur de 4,57 + 0,031 mg EQ. g* MVS. Ce résultat
est tres inférieur a celui trouvé par Sadiq et al (2015) chez Acacia nilotica (L.) Del. qui est de
I’ordre de 37,53 + 0,82 mg EQ. g™ MVS.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’extraction, 1’éthanol et
I’acétone restent les meilleurs extracteurs des flavonoides.

L’éthanol et 1’eau sont préférables car ils ont 1’avantage d’étre non polluants, moins chers et
non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le méthanol.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Boussahel (2011) sur Retama sphaerocarpa
(L.) Boisse (4,62 + 0,13 mg EQ. g MVS).
1.4. Dosage des anthocyanes totaux

La teneur en anthocyanes est exprimée en mg d’équivalents de cyanidine-3-glucoside.g™* MVS
(mg eq Cya-3-glc.g MVS) :

Teneur en anthocyanes (mg eq Cya-3-glc.g™* MVS) = 0,022 + 0,0036

Le dosage des anthocyanes sur 1’extrait méthanolique a donné une valeur de 0,022 + 0,0036
mg eq Cya-3-glc.g™ MVS. Ces résultats sont inférieurs & ceux obtenus par Kebbas (2016) sur les
feuilles d’Acacia raddiana (Savi) qu’ils étaient de I’ordre de 0,12 + 0,06 mg eq Cya-3-glc.g™
MVS.

Cela serait peut étre di aux conditions climatiques auxquelles elles sont soumises vue que
Kebbas (2016) a étudié un Acacia raddiana qui provient de la région de Tamanrasset alors que nos
plantes proviennent de la région de Béchar, leur age, ainsi que leur localisation géographique.

Le dosage des anthocyanes effectué par Mida (2012) sur 1’extrait méthanolique des feuilles
de Desmodium adscendens (une espece appartenant a la famille des Fabaceae) a révélé une teneur
en anthocyanes assez supérieur & celle obtenu par notre extrait (0,413 mg eq Cya-3-glc.g MVS
contre 0,022 + 0,0036 mg eq Cya-3-glc.g* MVS).

II. Evaluation de I’activité anti-radiculaire par le test de DPPH

L’activité antioxydant de notre extrait a été évaluée par le test DPPH. Les résultats présentés
dans la Figure 14 de I’activité antiradicalaire de 1’extrait de 1’Acacia raddiana (Savi), montrent que
I’extrait présente une valeur d’IC50 supérieur a celle de référence (acide ascorbique) (Figure 15)
qui présente une valeur d’IC50 de 20 et 0,153 mg.mL™ respectivement. Donc, I’extrait posséde une
activité antiradicalaire modérée a celle de 1’acide ascorbique.
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Figure 14 : Pourcentage de réduction du DPPH en fonction de la concentration
de I’extrait d'Acacia raddiana (Savi)
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Figure 15 : Pourcentage de réduction du DPPH en fonction de la concentration
de I’ Acide ascorbique

Dans cette étude, 1’effet antioxydant de /’Acacia raddiana (Savi) a été mesuré par la méthode
de piégeage du radical libre in vitro.

D’aprés nos résultats, |'Acacia raddiana (Savi), est une plante contenant des composés
phénoliques (Polyphénols : 15,19 + 0,35 mg EAG. g*"MVS ; Flavonoides : 4,57 + 0,0311 mg
EQ.g' MVS et Anthocyanes: 0,022 + 0,0036 mg eq Cya-3-glc.g*MVS) avec une activité
antiradicalaire modérée a celle de 1’acide ascorbique.

Plus la valeur de I’IC50 est petite, plus ’activité antioxydante de 1’extrait testé est grande
(Pokorny et al., 2001).

Selon la littérature, il existe une relation entre la structure des polyphénols et leur capacité a
piéger les radicaux libres. 1l a été suggéré que les molécules polaires presentes dans les extraits
végétaux contribuent a I’augmentation de 1’activité antiradicalaire (Yang et al., 2008).
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De Pooter et Schamp (1986) ont démontré que les molécules antioxydantes telles que I’acide
ascorbique, le tocophérol, les flavonoides et les tannins réduisent et décolorent le DPPH en raison
de leur capacité a céder 1’hydrogeéne. Donc, nous pouvons suggérer que le pouvoir antioxydant de
notre extrait dépend de la qualité des composés phénoliques et de leur quantité. En effet, des études
ont pu démontrer que cette activité antioxydante contre le radical libore DPPH dépend non
seulement de la richesse en polyphénols mais aussi de la nature phénolique, la structure et les
interactions synergique (Djeridane et al.,2006).

Les résultats de Le et al (2007) suggerent que 1’extrait d’Acacia raddiana (Savi) contient des
agents piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants primaires. L’action de ces
antioxydants est supposée étre due a leur capacité¢ de donner des atomes d’hydrogeéne ou des
¢lectrons dérivés principalement de I’hydroxyle du cycle A des flavonoides. Cette corrélation a été
également rapportée par Kintzios et ses collaborateurs (2010), qui ont trouvé que les extraits
méthanoliques de quelques plantes médicinales ont des effets piégeurs de radicaux DPPH plus
grands que ceux de leurs extraits aqueux.

I est reconnu que les flavonoides constituent la classe la plus importante des polyphénols qui
a montré¢ un trés haut potentiel d’activités biologiques telle que D’activité antioxydante, anti-
inflammatoire, antibactérienne, anticancéreuse et antiallergique (Anyasor et al., 2010 ; Chao et al.,
2002 ; Igbinosa et al., 2009; Thitilertdecha et al., 2008). Nous avons confirmé alors que 1’activité
antioxydante exercée par 1’extrait d’A.raddiana (Savi) est due a sa teneur en polyphénols
particulierement & celle de la classe des flavonoides (Tableau V).

Selon Ksouri et al (2008), les activités antioxydantes sont plus variables dans les espéces de la
plante (inter-espéce) que dans les mémes espéces (intra-espéce). Cela pourrait étre di a certaines
conditions tel que la localisation géographique de la plante et conditions climatique.

III. Evaluation de la nephrotoxicité de la Gentamicine et I'effet
néphroprotecteur de I'extrait méthanolique d'Acacia raddiana
(Savi)

III.1. Effet de la gentamicine et I'extrait d’Acacia raddiana (Savi) sur la
teneur en protéines totales
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Figure 16 : Effet de la gentamicine et I’extrait d’Acacia raddiana (Savi) sur la

teneur en protéines totales. Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétions, les barres
verticales représentent 1’écart-type.* P < 0.05, ** P < 0.01 ou *** P < 0.001 représentent les niveaux de
significativité des différences entre les souris normales et les souris traitées par la gentamicine évalués par
ANOVA suivi par le test post hoc de Tukey.
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Comme le montre la Figure 16, les souris traitées uniquement par la Gentamicine® ont
présenté une diminution hautement significative du taux de protéines totales par rapport au groupe
témoin (P<0,001) indiquant la présence de lésions rénales. Cependant, la teneur en protéines
totales chez les souris traitées simultanément par la GM et ’extrait de 1’Acacia raddiana (Savi) a
augmenteé significativement (P<0,05) en comparaison avec le témoin négatif.

Les protéines sont tres sensibles aux attaques radicalaires, surtout celles qui comportent un
groupement sulfhydryle (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de
transport qui vont ainsi étre oxydees et inactivées (Favier, 2003). Nous constatons alors que la
diminution du taux des protéines totales dans le lot témoin reviendrait probablement aux effets
toxiques des espéces radicalaires résultant suite au traitement par la Gentamicine®, par contre
I’augmentation du taux de protéines totales chez les souris du lot co-traitées par la Gentamicine®
et I’extrait de /’Acacia raddiana (Savi) pourrait étre di a I’activité anti radicalaire de ce dernier
qui est connu par sa richesse en composés antioxydants (Figure 14).

El Gamal et al (2014) ont évalué I’activité de 1’extrait de Betterave (Beta vulgaris L), un
excellent antioxydant dans la protection de I’effet néphrotoxique de GM chez les rongeurs, ils
ont retrouve que les rats traités seulement par la GM présentent une diminution significative des
taux de proteines totales (P<0,05), ce qui constitue un indicateur d’une insuffisance rénale due au
stress oxydatif induit par la gentamicine. Néanmoins 1’administration de I’extrait de Beta vulgaris
L avec des doses progressives (250 et 500 mg.Kg'PC) en paralléle avec le traitement de la
gentamicine avait montré une augmentation significative de taux des protéines totales. Cela
indique clairement que 1’extrait de Beta vulgaris L a la capacité d’induire la prolifération cellulaire
ce qui pourrait étre superposé a nos résultats concernant 1’effet de 1’Acacia raddiana (Savi) dans
I’amélioration de taux des protéines totales.

Il a été prouvé que la co-administration de la Gentamicine et 1’acide sinapique chez les rats
augmente significativement la teneur en protéines totales de maniére dose-dépendante par rapport
a ceux a qui on a administré la Gentamicine uniquement (Ansari et al., 2016).

L’acide sinapique (SA) est un dérivé de I’acide hydroxycinnamique polyphénol avec la
substitution de 3,5-diméthoxy et 4-hydroxyle dans le groupe phényle de I'acide cinnamique. Il
peut étre largement obtenu de fruits et légumes, et connu par ses puissants effets antioxydant et
anti-inflammatoire observés in vitro et in vivo ainsi son activité néphroprotectrice contre les
agents réenotoxiques a été déja démontré (Ansari et al., 2017). Puisque 1’Acacia raddiana est riche
en polyphénols, elle pourrait avoir le méme impact néphroprotecteur que 1’acide sinapique.

II1.2. Effet de la Gentamicine sur les parametres du stress oxydant

Il a été suggéré que le stress oxydatif joue un réle clé dans la néphrotoxicité de la
Gentamicine. Ceci est principalement basé sur une myriade d'études conduites dans des modeles
expérimentaux démontrant que le co-traitement avec une variété d'antioxydants protége des
dommages rénaux induits par la Gentamicine, bien que les données cliniques ne soient pas aussi
concluantes (Cuzzocrea et al., 2002 ; Morales et al., 2002 ; Ali, 2003 ; Koyner et al., 2008).

I11.2.1. Effet de l1a Gentamicine sur la peroxydation lipidique (MDA)

La figure 17 représente la variation du taux rénale de malondialdéhyde MDA chez des
souris traités quotidiennement avec la Gentamicine® et des souris normales.
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Figure 17 : Effet de la Gentamicine® sur le taux de malondialdéhyde (MDA) dans

les reins des souris. Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétions, les barres verticales
représentent 1’écart-type.* P < 0.05, ** P < 0.01 ou *** P < 0.001 représentent les niveaux de
significativité des différences entre les souris normales et les souris traitées par la gentamicine évalués
par ANOVA suivi par le test post hoc de Tukey.

D’apres les résultats obtenus, nous observons une augmentation tres hautement significative
(P < 0.001) du taux de malondialdéhyde (MDA) au niveau rénale chez les souris recevant la
Gentamicine® par rapport aux souris témoins (46.19 + 3.24 nmol.mg™ Protéines vs 84.74 + 2.57
nmol.mg™ Protéines).

La Gentamicine induit un stress oxydatif d'origine mitochondriale dans les cellules du
tubule proximal en culture et des modeles animaux. Ce stress oxydant est impliqué dans son effet
cytotoxique (Morales et al., 2010).

In vivo et in vitro, la Gentamicine favorise la génération des EROs en modifiant la respiration
des mitochondries, conduisant a la génération de H,O, En outre, les Iésions rénales induites
par les aminosides sont associées a des élévations marquées dans les niveaux de la
lipoperoxidation (Ali, 2003), a la formation de nitrotyrosine (Cuzzocrea et al., 2002), et a
I’oxydation des protéines dans le cortex rénal (Sener et al., 2002).

L’indicateur des dommages du rein que nous avons étudié est le MDA, pour juger de la
gravite de la lésion rénale aigué. Le MDA est un produit de dégradation lors de la
peroxydation d'acides gras polyinsaturés dans la membrane cellulaire. La présence du MDA dans
I’homogénat est souvent un indicateur du stress oxydatif. (Alhassan et al., 2009). Il peut
détériorer quelques mécanismes physiologiques dans le corps humain, a cause de sa capacité de
réagir avec des molécules comme l'acide désoxyribonucléique et des protéines (Jahromi et al.,
2017).

Nous avons remarqué d’aprés la Figure 17, que Il'administration journaliere de la
Gentamicine® & une dose de 100 mg.Kg™ P.C a provoquée une augmentation significative du taux
de MDA rénale (84 + 2.57 nmol.mg™ Protéines). Ce résultat suggére que la Gentamicine
maximise le stress oxydatif et la génération de radicaux libres (Ademiluyi et al., 2013) et
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provoque linhibition du systéme de defense antioxydant ce qui endommagera les lipides
membranaires (peroxydation lipidique) (Almohawes, 2017).

Nos résultats sont conformes a ceux publiés par Hajihashemi et al (2017), Govindappa et al
(2018), et par Cao et al (2019) qui ont montré que les taux de MDA dans le rein étaient
significativement élevés aprés 7 jours de traitement par la gentamicine & une dose de 100 mg. Kg™
en comparaison avec le groupe de controle.

Ces résultats viennent donc pour confirmer les premiéres conclusions de Chashmi et al (2016)
qui ont suggerés que le taux de MDA rénal des souris a été élevé d’une maniére significative (P <
0.05) dans les mémes conditions que nous avons aborde.

Le MDA, produit final de la peroxydation des lipides dans les tissus, entraine une diminution
de la teneur en acides gras polyinsaturés, qui sert de substrat aux radicaux libres. L'interaction
entre des médicaments cationiques tels que les aminosides et les phospholipides anioniques est
considérée comme la premiéere étape du développement de la toxicité de la Gentamicine (Eisenberg
et al., 1987; Wiland et Szechcinski, 2003). La Gentamicine et certains antibiotiques agissent
comme des chélateurs du fer. En outre, il a été démontré que la Gentamicine provoque la
libération du fer des mitochondries corticales rénales. Le complexe fer-gentamicine formé est un
catalyseur puissant pour la formation de radicaux libres et favorise la génération de EROs (Baliga
etal., 1999 ; Priuska et Schacht, 1995 ; Yanagida et al., 2004).

I11.2.2. Effet de la gentamicine sur I'activité de la catalase (CAT)

La figure 18 représente I’effet d”un traitement de 7 jours par la Gentamicine® sur I’activité de
la catalase dans les reins des souris par rapport aux souris normales.

16
A
2 12
>
)
© 10
a
g 8
~
=
E 6
~~
=3

4
|_
<
O

0 T

Témoin Gentamicine

Figure 18 : Effet de la gentamicine sur ’activité de la catalase dans les reins des
Souris. Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétions, les barres verticales représentent 1’écart-
type.* P < 0.05, ** P < 0.01 ou *** P < 0.001 représentent les niveaux de significativité des différences
entre les souris normales et les souris traitées par la gentamicine évalués par ANOVA suivi par le test post
hoc de Tukey.
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Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que 1’administration journaliere de
la Gentamicine® (100 mg. Kg?) a provoqué une diminution hautement significative (p < 0.01)
de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) par rapport aux souris normales (6.45 £ 2.25
U/min/mg Protéines contre 14.11+ 2.49 U/min/mg Protéines).

La génération des EROs induit des Iésions cellulaires mais 1’organisme utilise son systéme
antioxydant pour la protection contre ces dommages oxydatif. Ce systeme contient les
antioxydants enzymatiques : GPX, GST, CAT, SOD et les antioxydants non enzymatiques : les
polyphénols et les vitamines (Haleng et al., 2007).

Diverses etudes ont montré que la Gentamicine est capable de perturber I'équilibre rédox en
réduisant l'activité antioxydante du corps, telles que la SOD, la GPx et la CAT. En outre, il en
résulte des taux éleves de radicaux libres et éventuellement de multiples complications telles que la
peroxydation des lipides et la production de MDA (Quiros et al., 2011; Randjelovic et al., 2017;
Yadav et al., 2017).

La catalase est une enzyme présente dans les cellules des organismes vivants. (Flora,
2009). Elle est considérée comme une enzyme peroxisomale se trouvant aussi dans les
autres compartiments cellulaire (Castaldo et al., 2016). Elle catalyse la dismutation d'eau
oxygénée en eau (H,0) et en oxygene (Oy).

Les résultats trouvés dans notre étude sont en accord avec ceux rapportés par Al Suleimani
et al (2017), Sun et al (2018), et Hasanvand et al (2018), qui ont constaté que chez les souris, un
traitement par la Gentamicine & une dose de 100 mg.Kg™ a montré une diminution significative de
I'activité de la catalase tissulaire par rapport aux souris témoins normales.

Un déséquilibre entre les processus d'oxydation et de réduction conduit a une production
excessive de EROs par la Gentamicine. Dans cette étude, les souris normales traitées avec de la
Gentamicine® pendant 7 jours consécutifs entrainent un phénomeéne d'inhibition de I'activité des
enzymes antioxydantes. Des résultats similaires ont été rapportés par Nitha et Janardhanan (2008),
Manikandan et al (2011), Heidarian et al (2017), et Sun et al (2018).

De nombreuses études ont montré que les enzymes antioxydantes, notamment la catalase, sont
inactivées par les EROs, en particulier le radical anion superoxyde (O;") et le peroxyde
d'’hydrogéne (Halliwell et Gutteridge, 1984 ; Pigeolet et al., 1990).

D’aprés Rachid et Khan (2017), la Gentamicine entraine une surproduction des EROs
mais également une diminution de P’activité des enzymes antioxydantes qui est considérée
comme l'une des causes associées a la toxicité rénale de cet antibiotique. Cette réduction est
due a la génération de peroxyde dhydrogene par les mitochondries. Cette production a été
augmentée de maniere dose-dépendante par la gentamicine. En outre, il a été également démontré
que la gentamicine augmente la production de radicaux hydroxyle et anion superoxydes dans les
mitochondries du cortex rénal (Ali et al., 2011 ; Lopez-Novoa et al., 2011 ; Walker et al., 1999).
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I11.3. Effet de l'extrait méthanolique d'Acacia raddiana (Savi) sur les
Parametres du stress oxydant

I11.3.1. Effet de l'extrait d’Acacia raddiana (Savi) sur la peroxydation
lipidique (MDA)

La Figure 19 représente la variation du taux de MDA dans les reins des souris co-traitées
quotidiennement avec la Gentamicine® et I'extrait d'Acacia raddiana (Savi) et chez celles co-
traitées avec de la vitamine C par rapport aux témoins.
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Figure 19 : Effet de la co-administration de I'extrait d'Acacia raddiana (Savi) et de

I'acide ascorbique (Vitamine C) sur la peroxydation lipidique (MDA). Chaque valeur
représente la moyenne de 3 répétions, les barres verticales représentent 1’écart-type.* P < 0.05, ** P <
0.01 ou *** P < 0.001 représentent les niveaux de significativité des différences entre témoin et les
groupe traités, évalués par ANOVA suivi par le test post hoc de Tukey.

GM : Gentamicine ; Vit C : Vitamine C ; EAR : Extrait d’Acacia raddiana.

D’apres la Figure 19 les taux du MDA étaient significativement réduits dans le tissu de souris
co-traitées avec I'extrait d'Acacia raddiana par rapport au groupe traité par la Gentamicine® seule.
L'administration de 1’extrait d'A.raddiana a réduit de maniére tres hautement significative (P
<0,001) le taux de MDA qui a passé de (84,74 + 2,57 nmol.mg™ Protéines) dans le groupe de GM
seule a (59,82 + 4,85 nmol.mg* Protéines) dans le 4°™ |ot.

L'augmentation des EROs dans la néphrotoxicité induite par la Gentamicine peut étre due soit
a une augmentation de la production, soit a une diminution de leur élimination apres I'épuisement
des systémes antioxydants (Cho et al., 2003). Cependant, dans notre étude expérimentale,
I'administration simultanée de 200 mg.Kg™ d'extrait d'Acacia raddiana avec la Gentamicine® avait
pour effet de réduire le taux de MDA renal (30,11%) par rapport au groupe traité a la Gentamicine
seule. Ces résultats suggerent que le systeme antioxydant déséquilibré dans les reins traités par la
Gentamicine est normalisé par I'effet protecteur de I'extrait d'A.raddiana qui conférent un effet
positif sur la réduction de la peroxydation lipidique en augmentant la défense anti-oxydante.
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La diminution du taux de MDA aprés traitement des souris par I’extrait d’A.raddiana
(Savi) est expliquée par I’effet anti-peroxydant des molécules actives de 1’extrait qui est tres
riches en substances bioactives telles que les flavonoides, les acides phénoliques, et les tannins.
Ces substances sont reconnues par leur activité antioxydante intense (Kebbas, 2016 ; Lassouane,
2015).

Selon Griendling ( 2000), les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés
de l'acide benzoique tels que I'acide gallique ou vanillique et les dérivés de I'acide cinnamique tels
que l'acide caféique, coumarique, sinapique et férulique. les espéces d’Acacia sont connues par
leur richesse en ces substances antioxydantes puissantes.

En effet, les activités protectrices des composes phénoliques sont dues a trois mécanismes: le
transfert d'atome d'hydrogéne (HAT), le transfert d'électron unique (SET) et la chélation des
métaux de transition. (Santos-Sanchez et al., 2019).

De nombreuses études (Aldahmash et al., 2016; Bustos et al., 2016; Karaca et al., 2018) ont
montré que les produits naturels de plantes médicinales (polyphénols), indiquent la forte activité
antioxydante qui pourrait agir contre I’endommagement du rein par la Gentamicine.

De méme, Parlakpinar et al (2005) ont montré également une diminution du MDA rénal suite
a I'administration d'acide caféique a des rats intoxiqués par la Gentamicine.

Nos résultats conforment a ceux d’Afsar et al (2019), qui ont signalé que I'extrait d'Acacia
hydaspica inhibait la peroxydation des lipides et réduisait le stress oxydatif en abaissant le taux de
MDA et en améliorant le systéme antioxydant total dans le foie des rats traités a la doxorubicine.

En 2004, Balasubashini et al ont constaté que le traitement a I'acide férulique avait eu des
effets bénéfiques en atténuant le stress oxydatif chez les sujets diabétiques. Une diminution
significative des niveaux de substances réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS),
d'’hydroperoxydes et d'acides gras libres a été démontrée- Cela montre que l'acide férulique est
efficace contre la peroxydation lipidique. Comme I'acide férulique constitue 1’un des composés
phytochimique d’A.raddiana il contribue alors a I’inhibition de 1’expression des TBARS comme il
a été observé dans notre étude (Figurel9).

En ce qui concerne le 3™ ot qui a été co-traité avec la Gentamicine+vitamine C. nous avons
remarqué une réduction de la peroxydation lipidique par la diminution du taux de MDA tissulaire
qui a passé de (84,74 + 2,57 nmol.mg™ de Protéines) dans le groupe gentamicine & (55,25 +1,21
nmol.mg™? Protéines) dans le 3°™ groupe. Cela suggére que l'acide ascorbique est capable de
protéger contre la peroxydation des lipides par l'activité de piégeage de I'oxygene, en
neutralisant la peroxydation lipidique et les lipides membranaires insaturés. Ces résultats sont
conformes a ceux trouvés par Moreira et al en 2014. qui ont prouve que l'acide ascorbique réduit
la néphrotoxicité induite par la gentamicine chez les rats par le contréle d’EROs

D’aprés notre étude, il en ressort que le co-traitement avec I'extrait d'Acacia raddiana (Savi),
des souris traitées par la gentamicine®, pourrait effectivement protéger les cellules de la
néphrotoxicité induite par la Gentamicine et atténuer ainsi sa toxicité. Nous estimons que son
action est principalement de protéger les structures membranaires des cellules contre les effets
destructeurs des radicaux libres, pour empécher la peroxydation lipidique des acides gras
polyinsaturés notamment les phospholipides, incité par la Gentamicine.
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I111.3.2. Effet de l'extrait d’Acacia raddiana (Savi) sur l'activité de la
catalase

L'effet néphroprotecteur de I'extrait méthanolique d'Acacia raddiana (Savi) a été évalué par la
co-administration de 200 mg.Kg™ de I'extrait en comparaison avec I'acide ascorbique (Vitamine C)
a une dose de 200 mg.Kg™. Les résultats sont représentés dans la Figure 20.
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Figure 20 : Effet de la co-administration de I'extrait d'Acacia raddiana (Savi) et de

I'acide ascorbique (Vitamine C) sur ’activité de la catalase. Chaque valeur représente la
moyenne de 3 répétions, les barres verticales représentent I’écart-type.* P < 0.05, ** P < 0.01 ou *** P <
0.001 représentent les niveaux de significativité des différences entre témoin et les groupe traités, évalués
par ANOVA suivi par le test post hoc de Tukey.

GM : Gentamicine ; Vit C : Vitamine C ; EAR : Extrait d’Acacia raddiana.

Dans la présente étude, nous avons observé que le co-traitement de souris avec l'extrait
d'Acacia raddiana (Savi) a une dose de 200 mg.Kg-1 pendant 7 jours a permis de protéger le tissu
rénal des souris de la néphrotoxicité induite par la Gentamicine®. Cela est prouvé par
I'amélioration significative (p < 0,05) de l'activité de la catalase par rapport au groupe traité
uniquement avec la Gentamicine® (11,75 + 1,72 U/min/mg Protéines vs 6,45 + 2,25 U/min/mg
Protéines). Cette augmentation est a l'ordre de 45,05%. Cependant, I'activité de la catalase rénale
reste inférieure a celle observée chez les souris témoins normales (p > 0,05).

Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Mahmoud et Farag (2017) , Hasanvand
et al (2018) et Karaca et al (2018), qui ont montré que des effets antioxydants d'autres plantes ont
été observés contre les dommages rénaux induits par la Gentamicine.

Les polyphénols sont des substances que 1’on trouve dans toutes les plantes et referment plus
de 8000 composes naturels (Djeridane et al., 2006). La majorité des effets biologiques a l'origine
des polyphénols sont attribués en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels. En
effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en
réduisant les radicaux hydroxyles, les superoxydes et les peroxydes. Ils sont également capables de
piéger les ions métalliques, car ils possedent des propriétes chélatantes (Niki, 2010).
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L'Acacia raddiana (Savi) est une source de composes originaux, et plus particulierement
de meétabolites secondaires bioactifs tel que les polyphénols ( EI-Mousallamy et al., 2001). Le
potentiel antioxydant de I'extrait d' Acacia raddiana (Savi) est di a sa teneur élevée en composes
phénoliques tels que les flavonoides, les tanins, les coumarines, les anthraquinones, les
caroténoides, les alcaloides et les saponines (Kebbas, 2016 ; Lassouane, 2015).

Des résultats similaires ont été rapportés chez A. confusa et A. auriculiformis, montrant une
activité antioxydante puissante a la fois in vitro et in vivo (Payne et al., 2013 ; Chang et al., 2001 ;
Singh et al., 2007 ; Tung et al., 2011).

Selon Subhan et al (2018), toutes les especes d’Acacia
testés ont montré une activité antioxydante modérée a élevée dans divers tests utilisés. Ainsi, les
especes d’Acacia constituent une source potentielle d’antioxydants naturels.

Concernant le groupe co-traité & la fois avec la vitamine C et la Gentamicine®, nous avons
trouvé des résultats similaires a ceux du lot N4, avec une amélioration de 1’activité de la catalase
qui a augmenté de (6,45 + 2,25 U /min/mg de protéine) a (12,73 £ 1,92 U /min/mg Protéine) par
rapport au groupe N2, indiquant un probable mode d'action entre l'acide ascorbique qui est un
puissant antioxydant, et les composants bioactifs d'Acacia raddiana (Savi).

Cela suggére que les deux substances étudiées ont pu protéger le tissu rénal des
dommages causés par la Gentamicine.

Aprés avoir démontré que la gentamicine est la cause du stress oxydatif, nous avons tenté
d’explorer la possibilité de I’empécher en effectuant un traitement antioxydant. Pour ce faire, nous
avons choisi la vitamine C, ce traitement vise également a comparer son effet antioxydant a celui
de I'extrait d'Acacia raddiana (Savi).

La vitamine C est un puissant antioxydant naturel qui arréte la propagation des processus de
peroxydation et réagit avec la vitamine E oxydée liée a la membrane, la ramenant ainsi a sa forme
native (Nagaoka et al., 2007). Elle a montré un effet bénéfique dans de nombreuses conditions ou
le stress oxydatif est généré.

Les données de la présente étude indiquent que le traitement simultané de Vit C avec la
Gentamicine® a montré une amélioration significative de l'activité de la catalase. Notre étude est en
accord avec les résultats de 1’étude réalisée par Moreira et al (2014) qui indique que la vitamine C
a des effets positifs sur la néphrotoxicité induite par la gentamicine chez les rats.

Hong et ses collaborateurs en (2017) ont également observé une protection contre un puissant
agent néphrotoxique 4-aminophénol, le 4-amino-2,6-diclorophénol, en utilisant 0,18 mg.Kg™ i.p.
dose de vitamine C. Dans une autre étude réalisée par Bradberry et Vale, un effet protecteur
significatif de la vitamine C (0,5 mg.Kg™ jour™) a été observé contre la néphrotoxicité induite par
le chrome chez les rats.

D’aprés les Figures 19 et 20, I'administration orale de I'extrait d’A.raddiana a des souris
normales et & une dose de 200 mg.Kg™ a donné une activité enzymatique de la catalase inchangée
et comparable a celle des souris témoins (12,93 + 0,35 U/min/mg de Protéines contre 14,11 + 2,49
U/min/mg de Protéines). Cependant nous avons observé une augmentation hautement significative
(P < 0.001) du taux du MDA tissulaire des souris du 5°™ lot par rapport aux souris témoins
(71.77 +1.28 nmol.mg-1 Protéines vs 46.19 +3.24 nmol.mg™ Protéines). Ces résultats pourrait étre
due & la forte dose administrée aux souris normales non traitées par la Gentamicine®. Cette dose a
probablement causée un effet inverse provoquant un déséquilibre du systeme Rédox. Ce qui
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signifie que cette dose aurait vraisemblablement induit un effet pro-oxydant en augmentant la
peroxydation lipidique.

En effet, ces résultats corroborent ceux d’Hajiani et al (2008), qui ont réalisé une étude qui
avait pour objectif d'examiner 1’effet pro-oxydant de la vitamine E face a son effet antioxydant et
ceci en fonction du temps et de la dose en vitamine E. IIs ont observé que la vitamine E a un
effet antioxydant quand elle est administrée & de faibles doses et sur des périodes courtes et
permet I’augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes. Par contre a fortes doses et
sur des périodes assez longues, la tenecur en MDA augmente accompagnée d’une
diminution de I’activité des enzymes antioxydantes.

IV. Etude histologique

L’étude histopathologique a été réalisée au microscope optique Leica (DM500). Tous les
échantillons ont été examinés par un certain nombre de parametres morphologiques comprenant
I’aspect épithélial et glomérulaire, la dilatation des vaisseaux et des tubules, la présence
d’hémorragies et la présence de cellules inflammatoires .

Nous avons observe dans le tissu rénal des souris non traités par la GM, des glomérules
intactes avec des tubules rénaux montrant un épithélium normal (Figure 21 A et B) tandis que les
souris souffrant de néphropathie induite par la GM (Lot2) ont présenté une fibrose rénale, une
dilatation des vaisseaux et donc des hémorragies intertubulaires, une congestion, une atrophie
compleéte des glomérules, une desquamation de 1’épithélium tubulaire, une vacuolisation
cytoplasmique abondante et une infiltration lymphocytaire.

Ces caractéristiques histologiques étaient relativement améliorées chez les souris du Lot 4
traités par I’extrait de 1’Acacia raddiana (Savi) (200 mg.Kg™ PC jour™) par rapport aux souris
traitées uniquement par GM (Lot2) dont les capillaires glomérulaires ont conserve leurs
caractéristiques normales avec un nombre relativement élevé de cellules mésangiales et un aspect
tubulaire ordinaire.

Bien que les causes primitives des atteintes rénales soient multiples, la majorité des
néphropathies évoluent vers le développement d’une fibrose rénale qui est définie par une
accumulation exagérée de matrice extracellulaire (Klein et al., 2011). Ce qui expligue la présence
de fibrose chez les souris traitées uniqguement par la gentamicine (Figure 22 ,A).

L’utilisation de molécules issues des essences végétales pourrait constituer une solution
intéressante. En effet, I’utilisation de 1’acide sinapique comme traitement contre la néphrotoxicité
induite par la Gentamicine permet la restauration de 1’architecture normale des tubules rénaux,
indiquant ainsi une atténuation efficace de I’inflammation et du nécrose, ce qui propose que
I’acide sinapique pourrait étre une molécule cible appropriée pour la protection rénale contre la
toxicite de la GM ( Ansari et al., 2016).

L’évaluation de potentiel néphroprotecteur de 1’extrait éthanolique de la carotte ( Daucus
carota L) a permis d’observer aprés un examen microscopique une morphologie tubulaire rénale
normale avec un glomérule intact chez les rats témoins non traités par la GM par contre la
majorité des événements histopathologiques d'intoxication a la GM ont été montrés chez le groupe
animal traité¢ uniquement par la GM. Cependant 1’administration de ’extrait de Daucus carota L
permettait la réparation tissulaire des dommages causés par la GM (Sodimbaku et al., 2016).
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Figure 21 : Photomicrographie d'une coupe histologique de rein colorée par H&E
chez des souris NMRI du groupe témoin. A : (Gx100) ; B : (Gx400)
g : Glomérule, p : Tube contourné proximale, d : Tube contourné distal.

Figure 22 : Photomicrographie d'une coupe histologique de rein colorée par H&E chez
des souris NMRI du groupe traité par GM uniquement. A et B : (Gx100) ; C : (Gx400)
F: Fibrose, Dv: Dilatation de vaisseau, dt: Dommage tubulaire, if: Infiltration des cellules

inflammatoires, cg: Congestion glomérulaire, hi : Hémorragie interstitielle, Atrophie glomérulaire
partielle (fleche).
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Figure 23 : Photomicrographie d'une coupe histologique de rein colorée par H&E
chez des souris NMRI du groupe trait¢ par GM + VitC (200mg.Kg'P.C). A:
(Gx100) ; B : (Gx400).

g : Glomérule intacte, p & d : Tubules normaux.

Figure 24 : Photomicrographie d'une coupe histologique de rein colorée par H&E
chez des souris NMRI du groupe traité par GM +EAR (200mg.Kg'P.C). A:
(Gx100) ; B : (Gx400).

g : Glomérule intacte, p & d : Tubules normaux.

Flgure 25 Photomlcrographle d une coupe histologique de rein colorée par H&E
chez des souris NMRI du groupe traité par PEAR uniquement (200mg.Kg™P.C). A:
(Gx100) ; B : (Gx400).

g : Glomérule intacte, p & d : Tubules normaux, C : Cortex, Pr : Parenchyme rénale.

43



CHAPITRE III Résultats & discussions

D’apres les résultats retrouvés par Nasri et al (2013) il n’y avait presque aucune variation
histologique chez les rats traités par la gentamicine et 1’extrait de Zingiber officinalis a la fois. Ceci
signifie que le gingembre avait des propriétés préventives mais non curatives contre la toxicite
tubulaire induite par un traitement a la GM et que ses activités, antioxydante et néphroprotectrice
pourraient &tre mise en place grace a la présence de polyphénols et de flavonoides..

L’extrait d’Acacia raddiana (Savi) de part sa teneur élevée en polyphénols, en flavonoides et
en anthocyanes a eu une activit¢ néphroprotectrice remarquable. De plus, 1’administration
simultanée de la GM et de I’extrait d’Acacia raddiana (Savi) n’a révélé aucune modification
histologique. Cette observation suggére donc qu’il y a bien un effet préventif assuré par notre
extrait contre la néphrotoxicité de la GM. Cependant, nous ne pouvons tirer aucune conclusion
quant a son effet curatif puisque nous n’avons pas examiné ’effet post-traitement avec 1’extrait
d’A. raddiana pour la régénération des cellules tubulaires suite & une administration journaliere de
la GM seule pendant 7 jours.

Dans le contexte a la recherche des moyens néphroprotecteurs contre la rénotoxicité de la
Gentamicine Abdel-Raheem et al (2009) ont montré 1’efficacité de 1’utilisation des composés ayant
une activité antioxydante tel que les flavonoides dans la prévention et 1’amélioration des effets
indésirables causés par la GM, il a été rapporté dans leur étude que la quercétine un flavonol
alimentaire améliorait le stress oxydant vu sa capacité dans le piégeage des radicaux libres en
présentant un effet protecteur contre les dommages induits par la GM, ainsi une analyse
histopatholgique faisait voir la restauration de ’aspect tissulaire normal des reins des rats traités
par la GM et la quercétine en méme temps. Par conséquence nous pourrions annoncer que
I’Acacia raddiana (Savi) ait un effet néphroprotecteur en faisant face aux effets toxiques de la
Gentamicine par le biais de sa teneur considérable en flavonoides.

V. Activité anti-inflammatoire in vivo ((Edéme des pattes induit par la
carragénine chez la souris )

Nous avons évalué I’effet de I’extrait méthanoique des feuilles et des glomérules d’Acacia
raddiana (Savi) sur I’inflammation aigue selon le test de Levy (1969). Le modé¢le de 1’cedéme des
pattes induit par la Carragénine a été effectué chez des souris de race NMRI.

Tableau 111 : L’effet de I'extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi) sur ’cedéme des
pattes induit par la Carragénine

Groupe / Paramétres %o d’Augmentation de ’eedéme % de réduction de I’cedéme

Groupe témoin (-) 47,74 £ 0,24 % -
Groupe témoin (+)
(Diclofénac 75mg)

Groupe testé (extrait
d’Acacia raddiana 33,12 + 0,09 % 30,63+ 0,19 %
(Savi) 200mg.Kg™)

27,06 + 0,02% 43,31 £ 0,26%

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire rapportés dans le Tableau 11l montrent 1’effet de
I’Acacia raddiana (Savi) sur I’cedéme induit par la Carragénine et les variations du pourcentage
d’augmentation et de réduction d’cedéme.

44



CHAPITRE III Résultats & discussions

Un développement d’cedéme au niveau des pattes postérieures gauches des souris du groupe
controle a été observé apreés quatre heures et demi de I’injection de la carragénine ou le
pourcentage d’augmentation d’cedéme est de 47,74 + 0,24% et cela montre une différence
significative (P < 0,05) avec 1’augmentation de I’cedéme de 33,12 + 0,09 % et 27,06 + 0,02% pour
les souris des lots traités avec 1’extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi) et le Diclofénac
(75mg.Kg™) respectivement.

Chez les souris du groupe traité par Diclofénac (75mg), la réduction de 1’cedéme dans les pattes
postérieures gauches par rapport a celle des souris du groupe contréle ne dépasse pas 43,31 +
0,26% par contre elle est de 30,63 £ 0,19 % chez les souris du groupe traité par 1’extrait
méthanolique d’Acacia raddiana (Savi). Cependant, il n’y a aucune différence statistique (P>0,05)
entre ’effet de Diclofénac qui est un produit de référence et I’effet de 1’extrait de 1’Acacia
raddiana (Savi). Ceci suggere de I’extrait méthanolique pourrait avoir une efficacité dans la
réduction de I’inflammation comparable a celle du Diclofénac, en prenant en considération les
données toxicologiques de la plante qui jusqu’a ce jour n’ont pas été étudiées.

Des études ont montré que la GM induit des lésions rénales par surproduction d'espéces
oxygénées reactives et une inflammation des cellules tubulaires proximales (Rodrigues et al.,
2014).

Les cellules et les agents inflammatoires jouent un réle majeur dans la néphrite tubulo-
interstitielle induite par la Gentamicine et la fibrose. En fait, pratiquement tous les types de
cellules du rein sont capables de produire des chimiokines pro-inflammatoire (Bledsoe et al.,2006).

La Gentamicine a induit une augmentation des cytokines inflammatoires rénales (TNF-a et IL-
6) qui jouent un role important dans I’insuffisance rénale aigue associée a la toxicité induite par les
aminosides (Javid et al., 2010 ; Sahu et al., 2014).

Acacia raddiana (Savi) est parmi les plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle grace
a la présence de plusieurs métabolites secondaires tels que les composés phénoliques, stérols et
triterpénes, alcaloides, sucres réducteurs, quinones, irridoides et saponines. Ceux-ci peut
effectivement doter des propriétés antibactériennes, anti-inflammatoire et antiseptique qui sont
trés importantes et largement recherchées (El Yahyaoui et al., 2017).

Les plantes d’Acacia sont tres riches en substances bioactives, composés secondaires pouvant
étre indiqués dans la promotion de la santé, de la prévention et le traitement des maladies (Gupta
etal., 2019).

Les tanins, les flavonoides, les alcaloides, les acides gras et les polysaccharides (gommes)
constituent les principales classes de phytoconstituants de genre Acacia. D’autres rapports de base
de données pharmacologiques ont révelé des activités anti-inflammatoires et anti-oxydantes
significatives des acacias (Rather et Mohammad, 2015 ; Gupta et al., 2019).

La puissante activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de A.mearnsii a confirmé son
utilisation traditionnelle dans le traitement de diverses maladies inflammatoires (Opeyemi et al.,
2014). Ceci pourrait étre étendu a I’ensemble des espéces du genre Acacia.

Les résultats obtenus corroborent ceux de Bukhari et al (2010) ou I'extrait d’Acacia modesta
(50200 mg.Kg™ PC) a produit un effet anti-inflammatoire marqué sur l'eedéme de pattes de rat
induit par la carraghénine et qui est comparable a celui du Diclofénac.
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Selon Opeyemi et al (2014) le développement de 1’cedéme est un événement en trois phases
libération d’histamine et de sérotonine dans la phase initiale (0 a 2 h), de cytokines dans la
deuxieme phase (3 h) et de prostaglandine dans la troisieme phase (0,4). Les effets anti-
inflammatoires d'A.Mearnsii sont trés puissants de la 1°® & la 4°™ heure. Ainsi, ils inhibent & tous
les stades du développement de 1'cedéme. Les effets anti-inflammatoires des huiles essentielles de
A.mearnsii ont été démontrés par le changement de taille de la patte en utilisant un agent
phlogistique dont les effets seraient significatifs apres trois heures ou plus du traitement. Ceci est
comparable avec la durée d’action de 1’extrait méthanolique d’Acacia raddiana (Savi) que nous
avons obtenu.

Le traitement des souris avec I’extrait de I’A.raddiana a donné un effet similaire que 1’extraits
des feuilles A.nilotica avec réduction significative (P<0,05) de ’cedéme de pattes induit par le
formol selon les travaux de Safari et al (2016). Cependant Les effets anti-inflammatoires des
extraits peuvent étre dus a leur teneur en flavonoides, en tanins, en alcaloides et en saponines.

VI. Mécanisme néphroprotecteur de l'extrait d’Acacia raddiana (Savi)
contre la néphrotoxicité induite par la Gentamicine

A la lumiére de 1’ensemble de nos résultats, nous avons constaté que la gentamicine a agit sur
la peroxydation lipidique révélée par I’augmentation du taux de MDA, sur le systéme antioxydant
a travers la réduction de I’activité de la catalase et elle a eu une action négative sur la synthése des
protéines totales. De plus, I’étude histopathologique a révélé des dommages tissulaires
considérables ce qui est responsable d’une atteinte rénale aigle .

En effet, il a été démontré d’aprés Lopez et al (2011) que la gentamicine a un mécanisme de
toxicité plurifactoriel puisqu’elle agit a plusieurs niveaux comme il est illustré dans les Figure 16,
17, 18 et 22. Cependant a traves 1’utilisation de I’extrait d’Acacia raddiana (Savi) qui s’avere étre
riche en polyphénols, en flavonoides et en anthocyanes, nous avons observé une nette
amélioration de 1’état général du rein (Figure 24). Ceci est di vraisemblablement a son action a la
fois comme piégeur de radicaux libres et donc une forte réduction de la peroxydation lipidique, une
amélioration de systéme antioxydant endogene dans notre cas la catalase, une hausse de protéines
et une activité anti-inflammatoire comparable a celle de Diclofénc (p>0,05).

Les composés phénoliques, notamment les acides phénoliques, les flavonoides et les pro
anthocyanidines, sont largement répandus dans les plantes en tant que mécanisme de protection
contre les stress biotiques et abiotiques. La présence de plusieurs groupes hydroxyle rendent ces
composés bons donneurs d’atomes d’électrons ou d’hydrogene, neutralisant les radicaux libres et
d’autres espéces réactives de 1’oxygene (Zhang et al.,2016).

Il a été rapporté que 1’acide rosmarinique qui est un composé phénolique efficace pour inhiber
la néphrotoxicité de la GM graces a (i) ses propriétés antioxydantes, (ii) ses effets anti-
inflammatoires en réduisant la transcription de NFyB, (iii) I’augmentation de 1’activité anti Bcl-2 et
de glutathion transférase. Cela suggere donc I’utilisation thérapeutique potentielle de I’acide
rosmarinique en tant qu’agent néphroprotecteur contre les antibiotiques aminoglycosides par le
biais de I’amélioration de systéme antioxydant rénal et 1’activité des enzymes antioxydantes
(Tavafi et Ahmadvand ,2011). Comme I’Accacia radiana (Savi) a une teneur importante en
polyphénol, flavonoides et anthocyanes, elle pourrait assurer donc des effets néphroprotecteurs
similaires a ceux de I’acide rosmarinique.
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CHAPITRE III Résultats & discussions

D’aprés Ghaznavia et al (2017), I’acide gallique est I’un des composés polyphénoliques les
plus importants dans les plantes ayant une excellente activité antioxydante et anti-inflammatoire ce
qui le qualifie comme un moyen préventif contre la néphrotoxicit¢ a la GM dont la Co-
administration d’acide gallique et GM a augmenté significativement ’activit¢ de CAT, SOD et
GPx par conséquent cela nous permettrait a mettre en paralléle le mécanisme exercé par 1’extrait
d’Acacia raddiana (Savi) a titre de prévention contre la néphrotoxicité induite par la GM en se
focalisant sur son activité anti-inflammatoire et 1’augmentation significative de I’activité de
catalase (Tableau IlI) (Figure 20).

Notre extrait serait un agent néphroprotecteur contre 1’effet toxique de la GM au vue de son
importante activité antioxydante (Figure 14). De plus, le mode d’administration per os pourrait
contribuer a cet effet positif puisqu’une étude menée par Vicente-Vicente et al (2017) a montré
que plus de guarante produits provoqueraient une amélioration de la néphrotoxicité aux aminosides
dépendamment de la dose et que les produits administrés par voie orale étaient plus efficaces que
par la voie intrapéritonéale.
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Figure 26 : Représentation schématique du mécanisme d'action
possible de I'EMAR contre la néphrotoxicité induite par la
Gentamicine (Photo modifiée de Vysakh et al., 2018)
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Conclusion & Perspectives

La néphrotoxicité médicamenteuse (NTx) demeure un probléme d’actualité, avec des
conséquences économiques et meédicales. Elle affecte tous les segments du néphron. La
récupération de la fonction rénale repose sur 1’identification des facteurs de risque, un diagnostic
précoce, I’arrét (si possible) rapide de I’agent causal et dans certains cas un traitement d’appoint.

Malgré leurs effets bénefiques sur les bactéries Gram négatif les aminoglycosides
(Gentamicine) ont des effets néphrotoxiques bien connus via des modifications morphologiques,
biochimiques et fonctionnelles du rein ou plusieurs facteurs interviennent dans la progression de
cette pathologie qui représente une cause primordiale de I’insuffisance rénale dans le monde.

Dans un contexte ou nous sommes a la recherche d’agents néphroprotecteurs particulierement
contre la néphrotoxicité induite par la Gentamicine, de nombreux modeéles expérimentaux ont
montré que les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore sous exploitées dans le domaine médicale et celui de I’industrie pharmaceutique.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’activité
néphroprotectrice (antioxydante et anti-inflammatoire) de I’extrait méthanolique d’Acacia
raddiana (Savi) suite a une néphrotoxicité induite par la Gentamicine chez des souris NMRI.
L’administration intra-péritonéale de la Gentamicine® (100 mg.Kg ™) pendant 7 jours a provoqué
une perturbation de systeme de défense antioxydant, ce qui génére un état de stress oxydant par
une augmentation significative de taux de MDA, la diminution de taux des protéines totales ainsi
que Dlactivité de systeme antioxydant endogene (Catalase). Cela est accompagné d’une fibrose
tissulaire, une nécrose tubulaire, une atrophie glomérulaire, une hémorragie interstitielle et une
infiltration lymphocytaire.

Theoriquement, la physiopathologie de la toxicité rénale aux aminosides a montré 1’activation
de processus inflammatoire suite a I’expression de facteur nucléaire NFxB, des cytokines pro-
inflammatoires et les iNOS.

La co-administration de I’extrait d’Acacia raddiana (Savi) et de la Gentamicine® diminue le
niveau de la toxicité en modulant le taux des biomarqueurs de stress oxydant (la diminution de la
peroxydation lipidique, I’amélioration de taux des protéines totales et ’amélioration de 1’activité
de la catalase. Ceci est combiné avec le maintien d’un état histologique normal (absence de lésions
tubulaires) et une réduction significative (30,63 % vs 43,31 % pour le Diclofénac) de 1’cedéme
des pattes induit par la carragénine.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 1’action protectrice d’Acacia raddiana
(Savi) et sa capacité a moduler les effets toxiques causes par la Gentamicine. Cet effet
néphroprotecteur revient a la richesse de I’extrait d’A.raddiana (Savi) en composés bioactif
(polyphénols, flavonoides et anthocyanes) qui meénent a une activité antioxydante et anti-
inflammatoire efficaces, qui pourraient intervenir a plusieurs niveaux dans la cellule
(membranaire, cytoplasmique et nucléaire).
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Conclusion & Perspectives

Cette présente étude, qui constitue une recherche préliminaire dans le domaine de I’analyse
des polyphénols comme agents néphroprotecteurs, gagnerait a étre approfondie par I’analyse
d’autres aspects et d’autres parametres a savoir :

e [L’identification de I’effet de I’extrait d’A.raddiana (Savi) sur le taux plasmatique de

plusieurs parameétres de fonctionnement rénal et d’inflammation comme la créatinine,
I’urée et les marqueurs de 1’inflammation.

e [’¢évaluation de I’effet curatif contre les lésions induites par la gentamicine de 1’extrait
d’Acacia raddiana (Savi).

e [’évaluation de la toxicité aigiic par voie orale de I’extrait pour déterminer la dose
moyenne qui provoque la mort de 50% des animaux (dose létale 50 ou DL50).

e [l serait également souhaitable de développer cette étude en mesurant d’autres parametres
du stress oxydant (SOD, GPX, GSH, NADPH .....) et les autres biomarqueurs de
I’inflammation (NO, iNOS ...) . Aussi, serait-il intéressant d’étudier I’action de I’extrait sur
I’expression de certains facteurs de transcription et des voies de signalisation impliqués

dans le mécanisme de la toxicité.
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Annexe

Annexe 1 : Réactifs chimiques et matériel instrumental
1.1 Verrerie et autres :

— Pissette

— Compresses

— Lames de bistouri

— Ciseaux.

— Pinces.

— Plague de contention.

— Flacons

— Micropipette (de 10ul a 1000pl),
— Pipettes graduees (1ml, 5ml, 10ml)
— Tubes a essai.

— Tubes en verre.

— Portoirs.

— Béchers de 50ml et 250ml,

— Erlenmeyer de 250ml

— Cuves.

— Boites de Pétri.

— Lames et lamelles.

— Embouts de contenance de 1000 pl.
— Embouts de contenance de 200 pl.
— Spatule.

— Entonnoir.

— Papier absorbant

— Cassettes d'inclusion.

1.2 Réactifs chimiques
— Ether Ethylique.
—  Triton X-100.
— Acide trichloracétique.
— Alcool.
— Hydroxyde de sodium NaOH.
— Tartrate de Na+ K+.
— Sulfate de cuivre CuSo 4 .
— Sulfate de carbonate de sodium.
— Folin ciocalteu.
— Phosphate de potassium monobasique KH,Po, .
— Butyl-Hydroxtoluéne (BHT).
— Phosphate disodique Na,HPO,.
— Peroxyde d'hydrogéne H,0, .
— Eau distillée.
—  Méthanol
_  Carbonate de sodium Na,CO;
— Acide gallique
— Acide thiobarbiturique
— HCI
—  Trichlorure d’aluminium AlCl;
— DPPH
—  Vitamine C
—  Formol
- DMSO



Les Protiénes totales

Annexe 2 : Analyse Statistiques

La Catalase

Tukey HSD test; Variable: Total prot (Spreadsheets)
Marked differences are significant at p < ,05000
{13 12} 13} 14} il
Wart M=71,273 [M=65330 | M=68,030 | M=68,750 | M =68 630
lot 1 {1} 0,000235| 0,009862| 0,043105 0,033588
lot2 {21 | 0,000235 0,029864| 0,006971 0,008816
lot 3 {31 0,009862| 0,025564 0,863989 0,923061
lot 4 {41 0,043105| 0,006971 0,863989 0,999828
lot &5 51 0,033588| 0008816 0,923061 0,999828
Mewman-Keuls test; Variable: CAT (Spreadsheets)
Marked differences are significant at p = 05000
{1} 2} {3} 4} {5}
M=14117 |M=6,4593 | M=12737 | M=11,756 | M=12,931
0,008104 0690120/ 0510991 0,489768
0.008104 0,010496 0010698 0015112
0,690120 0010496 0,565966 0.908913
0,510991 0010698 0,565966 0,761755
lot 5 {5} 0489768 0015112 0,908913 0./61755

Le MDA

Newman-seuls test; Variable: MDA (S preadsheets)
Marked differences are significant at p < 05000
i {2} 3} {4} {9}

Var1 M=46,200 |M=84 749 | M=55,253 |[M=59,827 |M=71,774
lot 1 {1} 0,000176 0,003946 0,000728 0,000205
lot2 {2} | 0.000176 0,000205| 0,000200| 0,000467
lot 3 {3} 0,003946| 0,000203 0,087770 0000294
lot 4 {41 0000728 0000200 0087770 0,.000727
lot 5 {5} 0,000205| 0,000467| 0000299 0,000727




