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RESUME

Indigofera elndigofera pulchra (Ip) Willd est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter I’anémie, le
paludisme et la douleur, par des ingestions répétées. L’objectif de cette étude était d’évaluer la toxicité subaigué
des extraits hydro-méthanoliques de Ip. La constitution phytochimique de I’extrait a été déterminée. Quatre lots
de cinq rats Wistar chacun ont été constitués dans lesquels étaient administrés quotidiennement de 1’eau distillée
(lot 1 : groupe témoin), I’extrait a 100 mg/kg de poids (lot 2), I’extrait a 200 mg/kg de poids (lot 3) et I’extrait a
400 mg/kg de poids (lot 4). Un hémogramme, une numération des réticulocytes (JO, J15 et J29) et des examens
biochimiques (JO et J29) ont été réalisés aprés gavage avec les extraits. L extrait contenait des flavonoides, des
tanins, des triterpenes et stérols, des saponosides et des coumarines. La variation de la numération des globules
rouges (p=0,014) et I’urée sérique (p=0,019) était plus faible et celle du volume globulaire moyen (p=0,015) et
de la teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (p=0,014) plus importante dans le lot 4 par rapport au lot 1
aJ29. 1l n’y avait pas de différence significative des valeurs et de la variation des paramétres biologiques étudiés.
Ip n’est pas responsable de toxicité hématologique, hépatique ou rénale a la dose 100 a 400 mg d’extrait par
kilogramme chez les rats.
© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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Hematological and biochemical subacute toxicity study of hydro-methanolic
extracts of Ingofera pulchra in Wistar rats

ABSTRACT

Indigofera pulchra (Ip) Wild is used as medicinal plant to treat anemia, malaria and pain, conditions that
often require repeated doses. The aim of this work was to evaluate the subacute toxicity of Ip hydro-methonolic
extracts. Four groups of five Wistar rats receiving orally every day and respectively distilled water (group 1:
control group), 100 mg of extract per kilogram of weight (group 2), 200 mg/kg (group 3) and 400 mg/kg weight
(group 4). A complete blood count with reticulocytes count (day0, day15 and day29) and biochemical tests (day0
and day29) were assessed after the extract administration. Flavonoids, tannins, triterpenes and sterols, saponins
and coumarins were detected in the extract. The change in red blood cell count (p=0.014) and serum urea
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(p=0.019) was lesser and that of the mean corpuscular volume (p=0.015) and the mean corpuscular hemoglobin
(p=0.014) greater in group 4 compared to group 1 at day29. The other hematological and biochemical parameters
were not significantly different between the groups of rats. There was no significant difference in the absolute
values and the variation of the assessed biological parameters. Ip is not responsible for hematological, liver or
renal toxicity when administered orally at the dose of 100-400 mg extract per kilogram in rats.

© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Indigofera est le troisieme plus grand
genre de la famille Leguminosae et comprend
environ 750 espéces dont environ 75% sont
limitées a I'Afrique et a Madagascar Sud
(Camara et al., 2019; Gerometta et al., 2020;
Attaetal., 2022). Indigofera pulchra (Ip) Willd
est une plante herbacée ou arbustive annuelle
non grimpante qui peut atteindre 1 m de haut.
Il est retrouvé dans les régions tropicales et
subtropicales du Nigeria, du Niger, du Togo,
du Bénin, du Ghana et du Tchad (Agyare et al.,
2013). Les décoctions et infusions de la plante
entiére ou de la tige feuillée de Ip sont utilisées
au Ghana pour traiter le paludique (Asase et al.,
2005) et soulager les douleurs et les
inflammations (Hassan et al., 2012) ainsi que
les morsures douloureuses (Abubakar et al.,
2007) au Nigéria. Ip est également utilisé dans
le traitement des affections hépatiques et les
maladie infantiles au Bénin (Adomou et al.,
2012; Sangaré et al., 2013; Kouchadé et al.,
2016).

Aprés une enquéte ethnobotanique
réalisée dans quatre préfectures de la Région
maritime, dans le sud du Togo, Ip a été retenu
comme composante de 1’'une de deux recettes
destinées a la formulation de
phytomédicaments anti-paludiques pour ses
propriétés antipyrétiques évoquées dans 4,45%
des cas. Il a été aussi cité dans respectivement
16,5%, 5,34% et 3,8% des cas pour son
utilisation antianémique, antipaludique et
antalgique (Koudouvo et al., 2016). Ip est aussi
retrouvé dans 1,11% des citations des
herboristes pour le traitement des infections
dans la région sanitaire de Lomé-commune,
toujours dans le sud du Togo (Aboudou et
Koudouvo, 2021).
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Les activités anti-diarrhéique (Birru et
al., 2016), anti-ulcéreuse et anti-sécrétoire
(Saleh et al., 2017) et anti-paludique contre
Plasmodium berghei (Ibrahim et al., 2011) des
extraits de Ip ont été démontrées chez les rats.
In vitro, Ip a présenté 55% d’activité anti-
inflammatoire par rapport a l’indométacine
(Larsen et al., 2015) et une faible activité anti-
bactérienne contre Staphylococcus aureus
comparée a la gentamycine (Adamu et al.,
2005).

Les études de toxicité sont requises pour
sécuriser 1’utilisation thérapeutique de Ip. La
toxicité aigie de la plante a été évaluée
contrairement a la toxicité subaigiie (Birru et
al., 2016; Saleh et al., 2017). L’objectif de cette
étude était d’évaluer la toxicité subaigle
hématologique et biochimique des extraits de
Ip administrés par voie orale a des rats Wistar.

MATERIEL ET METHODES
Matériel animal

Un groupe de 20 rats Wistar agés en
moyenne de 12 semaines ont été sélectionnés
et élevés dans 1’animalerie de la faculté des
sciences de 1’Université de Lomé. Ils avaient
libre accés a la nourriture et a I’eau.

Matériel végétal
Collecte du matériel végétal

Les tiges feuillées de Indigofera
pulchra ont été collectées a Amoukopé (Togo,
région des plateaux, préfecture de 1’Ogou,
longitude 1.03333 (1° 1' 60"), latitude 7.45 (7°
27' 0") en zone rudérale en bord de route ; le
sol y est ferrugineux tropical a concrétion et
cuirassé en quartzites avec des précipitations
annuelles de 1200 a 1300 mm. La collecte et
I’identification des plantes ont été réalisées par
I’équipe du laboratoire de botanique et
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écologie végétale de la faculté des sciences de
I’Université de Lomé.
Préparation du matériel végétal

Les tiges feuillées de Ip ont été séchées
apres la collecte dans une chambre climatisée
pendant trois semaines. Le produit séché a été
réduit en poudre dans un broyeur de marque
Thomas Wiley Mill Modele 4 (Laboratory
Mill, Lincolnton, Etats-Unis d’Amérique).
L’extraction a été faite par macération de 100
g de poudre dans 1 litre de méthanol 80% (v/v)
pendant 48 heures. L’extrait ainsi obtenu a été
filtré avec du papier Whatman et évaporé sous
pression réduite a 1’aide d’un évaporateur de
type RV10 digital IKA.

Recherche qualitative  des
phytochimiques des extraits
métanoliques de Indigofera pulchra

Les tests phytochimiques ont été
réalisés sur I’extrait par des techniques de
caractérisation qualitatives des métabolites,
selon les méthodes décrites par Ciulei (1982),
Evans et Trease (1989), Harborne, (1998) et
Dohou et al. (2003). Les résultats obtenus ont
été exprimés en abondances relatives comme
suit : fortement positif (+++), moyennement
positif (++), faiblement positif (+), négatif (-).
Recherche des saponosides

L’extrait solide a été dissout dans de
I’eau distillée dans un tube a essai. Quelques
gouttes d’eau distillée ont été ajoutées.
L’apparition de la mousse persistante apres
agitation énergique indique la présence de
saponosides.
Recherche des triterpénes et stérols

L’extrait solide a été dissout dans de
I’eau distillée et repartis dans deux tubes. Dans
un premier tube (tube test), quelques gouttes de
chloroforme et de 1’acide sulfurique (H2SO4)
ont été ajoutées. L’apparition d’un anneau
rouge brun entre deux phases, 1’une claire en
bas et I’autre verte en haut indique la présence
de triterpénes et des stérols dans 1’extrait. Le
second tube a servi de témoin.

composés
hydro-

Recherche des coumarines
L’extrait solide a été dissout dans de
I’eau distillée et repartis dans deux tubes. Dans
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un premier tube (tube test), 2 mL d’eau distillée
ont été ajoutées puis une petite quantité
d’ammoniac  est ajoutée mélange.
L’apparition d’une fluorescence aprés une
illumination ultra-violette indique la présence
des coumarines dans [D’extrait hydro-
méthanolique. Le second tube a servi de
témoin.

au

Dosage des composés phytochimiques
contenus dans les extraits hydro-
méthanoliques de Indigofera pulchra

Le dosage des composeés
phytochimiques ont été réalisé trois fois.
Dosage des phénols totaux

La méthode colorimétrique utilisée par
Saloufou et al., (2018) a été pratiquée. Un
aliquote de 100 ul de I’échantillon d’extrait a 1
mg/mL a été mélange avec 750 pL de réactif
de Folin-Ciocalteu dilué a 1/10. Aprés cing
minutes d’incubation a 25°C, 750 pL de
solution aqueuse de Na,COz a 20% furent
ajoutés. Le mélange obtenu a été incubé
pendant 90 minutes dans 1’obscurité et le
changement d’absorbance a été suivi a 765 nm.
L’ecau distillée a été testée dans les mémes
conditions que l’extrait comme blanc de la
mesure. Une gamme de ’acide gallique de 0 a
500 pg/mL a été utilisée comme standard pour
la calibration et les résultats ont été exprimés
en microgramme d’équivalent d’acide gallique
par milligramme d’extrait sec (Ug EAG/mg).
Dosage des flavonoides

La méthode décrite par Saloufou et al.
(2018) a été utilisée. La teneur totale en
flavonoides des échantillons a été estimée par
une méthode colorimétrique utilisant le
trichlorure  d’aluminium  colorimétrique
(AICI3). Un aliquote de 100 pL de solution des
différents extraits a 1 mg/mL a été ajouté a 400
ML d’eau distillée ; 30 UL de nitrite de sodium
a 5% ont été ajoutés au mélange. Aprés cing
minutes d’incubation & température ambiante,
20 pL d’une solution aqueuse de AlCI3 a 10%
ont été ajoutés. Ensuite, 200 pL de solution
aqueuse de Na,COs; (1M) ont été ajoutés au
mélange puis cing minutes plus tard, 250 pL
d’eau distillée. Le mélange a été remué au
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vortex et I’absorbance a été mesurée a 510 nm
au spectrophotomeétre. La concentration de
flavonoides totaux a été déduite de la courbe
d’étalonnage établie avec une gamme de
quercétine de 0 a 500 g et les résultats ont été
exprimés en microgramme d’équivalents de
quercétine par milligramme d’extrait sec (g
EQ/mg).
Dosage des tanins

Les tanins ont été évalués par la
méthode de complexation par la caséine
adaptée a partir de celles de Dieng et al. (2015),
Lietal. (2011) et Galvéo et al. (2018). A0,3 ¢
de caséine introduit dans un flacon de 50 mL,
12,5 mL de I’extrait a 1 mg/mL ont été ajoutés.
Le mélange a été conservé au bain marie a
30°C pendant 1 heure. Apres filtration, 2 mL
du mélange ont été ajoutés a 10 mL d’eau
distillée puis son absorbance est mesurée a 765
nm. L’absorbance mesurée a été retranchée de
I’absorbance des phénols totaux déterminée
comme décrite préecédemment (Saloufou et al.,
2018) mais sur un mélange de 2 mL du
mélange sont ajoutés a 10 mL d’eau distillée.
La teneur en tanins a été déterminé par la
formule suivante : Teneur des extraits de tanins
= (Teneur en phénols totaux) - (Teneur en
polyphénols non adsorbés).

Méthode expérimentale sur les rats Wistar
Quatre lots de cing rats chacun ont été
constitués dans lesquels étaient administrés
quotidiennement de I’eau distillée (lot 1:
groupe témoin), I’extrait a 100 mg/kg de poids
(lot 2), ’extrait a 200 mg/kg de poids (lot 3) et
I’extrait a 400 mg/kg de poids (lot 4).
L’administration des extraits de Ip avait débuté
48 heures apres un prélévement sanguin (JO)
pour la réalisation d’un bilan biologique initial
comprenant un examen cyto-hématologique et
biochimique. Pour I’examen cyto-
hématologique, environ 0,5 mL de sang a été
collecté dans un tube EDTA. Pour 1’examen
biochimique, le sérum surnageant a été décanté
apartir de 1,5 mL de sang collecté des rats dans
un tube sec, centrifugé aprés deux heures a
3000 tours par minute pendant 10 minutes. Les
prélévements sanguins ont été réalisés au
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niveau de la wveine retro-orbitaire apres
anesthésie des rats avec 1’éther. Le bilan cyto-
hématologique a été contr6lé aprés deux
semaines (J15) et quatre semaines (J29) de
gavage avec les extraits. Le bilan biochimique
a été controlé a J29.
Le poids des rats était contrélé chaque semaine
aJl, J8, J15 et J22 afin d’ajuster les quantités
d’extrait 4 administrer et a J29.
Examen cyto-hématologique

L’examen cyto-hématologique a été

réalisé sur I’analyseur automatique
d’hématologie Sysmex XN-550 (Sysmex
Corporation, Japon). Il comprenait la

numération des globules rouges ou NGR et des
plaquettes et [I’hématocrite (mesure par
impédancemétrie avec focalisation
hydrodynamique), la numération des globules
blancs (mesure par cytométrie en flux), la
numération des réticulocytes, des
polynucléaires neutrophiles, des lymphocytes
et des monocytes (mesure par fluoro-
cytométrie en flux), le taux d’hémoglobine
(mesure par spectrophotométrie avec méthode
sodium lauryl sulfate sans cyanure), volume
globulaire  moyen ou VGM (calcul :
hématocrite / NGR), teneur corpusculaire

moyenne en hémoglobine (calcul : taux
d’hémoglobine / NGR), concentration
corpusculaire  moyenne en hémoglobine

(calcul : taux d’hémoglobine / hématocrite).
Examen biochimique

L’examen biochimique était réalisé sur
I’analyseur automatique de biochimie Cobas
311 (Roche, Allemagne) selon les fiches
techniques des réactifs correspondants. Il
comprenait le dosage sérique de 1’urée (mesure
enzymatique utilisant 1’uréase et la glutamate
déshydrogénase en présence de 2-oxoglutarate
et du NADH avec lecture
spectrophotométrique cinétique a 340 nm), du
glucose  (mesure enzymatique utilisant
I’hexokinase et 1la  glucose-6-phosphate
déshydrogénase en présence de ATP et de
NADP* avec lecture spectrophotométrique en
point final a 340 nm), de la créatinine (mesure
en point final utilisant la créatininase, la
créatinase, la sarcosine oxydase et la
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peroxydase en présence d’amino-4 phénazone
avec lecture spectrophotométrique en point
final a 546 nm), de la glutamyl-oxaloacétate
transférase ou SGOT (mesure de Dactivité
enzymatique utilisant la malate
déshydrogénase en présence de L-aspartate, du
2-oxoglutamte et du NADH avec lecture
spectrophotométrique cinétique a 340 nm), de
la glutamyl-pyruvate transférase ou SGPT
(mesure de I’activité enzymatique utilisant la
lactate déshydrogénase en présence de L-
alanine, du 2-oxoglutamte et du NADH avec
lecture spectrophotométrique cinétique a 340
nm), de la lactate déshydrogénase ou LDH
(mesure  colorimétrique  de  I’activité
enzymatique en présence du pyruvate et du
NADH avec lecture spectrophotométrique
cinétique & 450 nm) et des phosphatases
alcalines ou PAL (mesure de [Dactivité
enzymatique en présence du p-
nitrophénylphosphate, du 2-oxoglutamte et du
NADH avec lecture spectrophotométrique
cinétique a 340 nm).

Analyse statistique

Les données ont été enregistrées dans
une feuille de calcul Excel (Microsoft) et
analysées a D’aide du logiciel statistique
Rstudio version 4. Les résultats de la
quantification des composés phytochimiques
ont été exprimés sous forme de moyenne +/-
erreur-type de la moyenne. Le test de Kruskall
Wallis suivi du test de Dunn avec correction de
FDR (false discovery rate) a servi a déterminer
les différences a un seuil de significativité
statistique de 5%. Les variations ont été
décrites pour chaque parametre et pour chaque
lot de rats par rapport a la valeur initiale de JO
ou de J1.

Considérations éthiques

Le protocole de cette étude a regu
I’approbation du comité de bioéthique pour la
recherche en santé (CBRS) du Ministére de la
sant¢, de I’hygiéne publique et de 1’acces
universel aux soins du Togo, dans I’avis
034/2021/CBRS du 25 juin 2021. Les
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posologies des extraits administrés étaient
celles évaluées pour d’autres propriétés
thérapeutiques dans la littérature.

RESULTATS
Composition phytochimique des extraits

La détermination des composés
phytochimiques a permis de révéler la présence
de saponosides (+), de triterpénes et de stérols
(+), et de coumarines (++) dans les extraits
d’Ip. Ces extraits contenaient 136,56 + 3,17 g
EAG/mg pour les phénols totaux, 214,80 +
3,46 ug EQ/mg pour les flavonoides et 123,29
+ 1,55 ug EAG/mg pour les tanins.

Poids

Le poids initial des rats variait de 150 a
209 grammes sans différence significative
entre les moyennes des différents lots de rats.
Aucune différence n’avait été observée en gain
de poids aux jours 8 et 15 de suivi dans les
différents lots de rats par rapport au lot 1. Seul
le lot 2 de rats a marqué un moindre gain de
poids par rapport au lot 1 respectivement au
jour 22 (0,20 +/- 3,8 g versus 17,2 +/- 7,49 ; p
=0,046) et au jour 29 (2 +/- 6,1 g versus 24 +/-
6,7 g ; p=0,047) de suivi (Figure 1).

Parametres hématologiques et biochimiques
Les paramétres hématologiques et
biochimiques de base n’étaient pas
statistiquement différents entre lots de rats
(Tableaux 1 et 2). Aucune différence
significative n’a été notée entre les moyennes
des paramétres hématologiques et
biochimiques entre les différents lots de rats,
quel que soit le jour de suivi (Tableaux 3 et 4).
Parmi les paramétres biologiques
étudiés, seules les variations de la numération
des globules rouges, du VGM, de la TCMH et
de l'urée sérique différaient entre les lots de
rats. Ces différences de variation étaient
observées principalement entre le lot 1
(ttmoins) et le lot 4 (400 mg/kg) avec
notamment une augmentation du VGM et de la
TCMH des le jour 15 de suivi dans le lot 4 et
une stabilité¢ de I’urée dans le lot 4 alors qu’elle
augmentait dans le lot 1 (Figure 2).
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Lots de rats

Lot 1, eau physiologique
I Lot 2, extrait a 100 ma/kg
B Lot 3, extrait a 200 mg/kg

Lot 4, extrait & 400 mg/kg

Figure 1 : Variation du poids entre les lots de rats, selon les jours de suivi
* Différence significative de gain du groupe 2 par rapport au groupe 1 le jour 22 (p = 0,046) et le jour 29 (p = 0,047)

Tableau 1 : Paramétres hématologiques de base des différents lots de rats

Eau distillée

Extrait hydro-méthanolique de Indigofera
pulchra (mg/kg)

(lot1)* 100 (Iot2)* 200 (lot 3) * 400 (lot 4) * "
Globules rouges (108/mm?) 7,98 +/- 0,32 8,10+/-0,23 8,35+/-0,20 851+/-0,38 0,5
Hémoglobine (g/dL) 13,98 +/-028 14,34 +/-022 14,54 +/-0,29 14,18 +/-0,38 0,6
Hématocrite (%) 42,50 +/- 1,02 43,82 +/- 0,87 44,00 +/-0,87 42,44 +/-121 0,5
Volume globulaire moyen (fL) 53,42 +/- 1,18 54,16 +/- 0,64 52,76 +/- 1,16 50,06 +/- 1,13 0,14
TCMH (pg) 17,58 +/- 0,44 17,72 +/-0,22 17,42 +/- 0,41 16,74 +/- 0,34 0,2
CCMH (g/dL) 32,90 +/- 0,27 32,74 +/-0,19 33,04 +/- 0,17 33,42 +/- 0,27 0,2
Réticulocytes (108/mm?) 0,32 +/- 0,04 0,34 +/-0,02 0,34 +/-0,03 0,37 +/-0,03 0,4
Plaquettes (103/mmq) 668 +/- 69 652 +/- 59 679 +/- 30 660 +/- 11 >0,9
Globules blancs (103/mm?) 11,06 +/-250 8,61+/-137 7,41+/-0,82 8,54 +/-0,63 0,5
PNN (10%/mm?3) 1,00 +/- 0,11 1,27 +/-0,06 1,10 +/-0,12 1,65 +/-0,28 0,14
Lymphocytes (103/mm?) 9,18 +/- 2,47 6,34+/-134 561+/-0,68 622+/-0,84 0,6

Monocytes (103/mmg)

0,102 +/- 0,012

0,068 +/- 0,015

0,084 +/-
0,010

0,062 +/- 0,010 0,13

TCMH : Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine ; CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; PNN :

Polynucléaires neutrophiles

* Moyenne +/- erreur standard de la moyenne ; ** Test de Kruskal-Wallis
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Tableau 2 : Paramétres biochimiques de base des différents lots de rats.

Extrait hydro-méthanolique de Indigofera

Eau distillée pulchra (mg/kg) 02
(lot1)?
100 (lot2) 1 200 (lot3)* 400 (lot 4) !

Urée (g/L) 0,23+/-0,02 0,32+/-0,03 0,29 +/-0,04 0,35+/-0,03 0,091
Glycémie (g/L) 1,21 +/-0,04 1,04+/-0,08 1,20+/-0,05 1,24 +/-0,04 0,13
Créatininémie ((mg/L) 5,24 +/-0,15 6,20 +/-0,34 5,54 +/-0,03 5,56 +/-0,35 0,2
SGOT (UI/L) 139 +/- 3 152 +/- 10 148 +/- 6 143 +/-3 0,4
SGPT (UI/L) 54 +/- 4 50 +/- 3 55 +/-7 56 +/-4 0,7
PAL (UI/L) 176 +/- 36 193 +/- 23 253 +/- 61 213 +/-35 0,7
LDH (UI/L) 1680 +/- 182 2816 +/-414 1916 +/- 207 1726 +/- 194 0,068

SGOT serum glutamyl-oxaloacétate transférase ; SGPT serum glutamyl-pyruvate transferase ; PAL phosphatases alcalines ;

LDH lactate déshydrogénase ;

* Moyenne +/- erreur standard de la moyenne ; ** Test de Kruskal-Wallis

Tableau 3 : Paramétres hématologiques des rats selon les doses d’extrait hydro-méthanolique de

Indigofera pulchra regues.

Suivi Extrait hydro-méthanolique de .
Eau distillee Indigofera pulchra (mg/kg) P
(lot 1) *
100 (lot 2) * 200 (lot 3) * 400 (lot 4) *
Globules rouges (106/mm?®)  Jour 15 8,47 £ 0,22 8,29+0,20 8,11+,025 824+025 0,8
Jour29 9,25+0,31 8,98+0,38 854+0,35 8,62+0,31 0,4
Hémoglobine (g/dL) Jour 15 14,7+0,28 14,82 £ 0,16 14,84+ 0,24 15,08+0,44 >0,9
Jour29 15,68+0,19 15,70+ 0,41 15,38+ 0,34 15,65+0,38 >0,9
Hématocrite (%) Jour 15 44,36 £0,79 45,10+ 0,65 44,98 £0,87 4562+1,19 0,8
Jour 29 48,82 £ 0,55 49,00+ 1,40 47,18+1,28 48,40+0,92 0,7
Volume globulaire moyen  Jour 15 52,46 + 1,43 54,48 + 0,96 55,54 +£0,99 5540+1,02 0,3
(fL) Jour29 52,94 +1,34 54,72 +1,20 55,40 + 1,17 56,33+ 1,50 0,3
TCMH (pg) Jour 15 17,36 + 0,52 17,90 + 0,38 18,34+ 0,37 18,30+0,36 0,3
Jour29 17,02 £0,45 17,56 £ 0,37 18,06 + 0,38 18,23+0,54 0,2
CCMH (g/dL) Jour 15 33,08 £0,13 32,88 +0,19 33,00+0,14 33,02+0,17 0,8
Jour29 32,14+0,11 32,06 +0,26 32,64+0,22 32,33+0,19 0,3
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Suivi Extrait hydro-méthanolique de .
L . p
Eau distillee Indigofera pulchra (mg/kg)
(lot 1) *
100 (lot 2) * 200 (lot 3) * 400 (lot 4) *
Réticulocytes (103/mm?) Jour 15 310 *40 33050 280 =30 260 = 20 0,8
Jour29 320+ 30 270 £ 40 270+ 20 290+ 70 0,6
Plaquettes (103/mm?) Jour 15 669 +15 733+ 39 675+ 25 701 +23 0,4
Jour29 537 £101 678 + 66 687 + 51 607 + 33 04
Globules blancs (103/mm®)  Jour 15 11,33+ 1,36 8,38+0,68 829+116 8,47+1,29 0,4
Jour29 149+15 129+23 143+26 128+10 0,7
Polynucléaires neutrophiles  Jour 15 1,70 +0,33 159+014 146022 225+059 0,7
(10%/mm?) Jour29 1,99+0,19 203+035 3,11+050 244+028 0,2
Lymphocytes (103/mm3) Jour15 8,94 +117 6,00+£061 6,17+1,05 5,46+0,58 0,13
Jour29 115+14 101+22 97+£19 9,0+0,7 0,6
Monocytes (103/mm?) Jour 15 0,15+0,03 0,21+0,14 0,09+0,02 0,22+0,12 0,3
Jour29 0,19 +0,09 0,32+0,15 0,46+0,24 0,38+0,15 0,5
TCMH : Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine ; CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ;
* Variation : moyenne * erreur-type de la moyenne ; ** Test de Kruskal-Wallis
Tableau 4 : Paramétres biochimiques des rats au jour 29 de suivi selon les doses d’extrait hydro-
méthanolique de Indigofera pulchra regues.
o Extrait hydro-méthanolique de Indigofera pulchra
Eau distillée (mg/kg) o
(lot 1) * p
100 (lot 2) * 200 (lot 3) * 400 (lot 4) *
Ureée (g/L) 0,46+0,06 0,39+0,05 0,40+ 0,02 0,33+0,04 0,2
Glycémie (g/L) 1,20+0,10 1,27+0,11 1,24 + 0,07 1,46 + 0,15 0,5
Créatininémie (mg/L) 4,68+0,21 4,40+0,24 4,60 £ 0,24 4,75 +£ 0,25 0,7
SGOT (UI/L) 127 +£9 122 £11 109+6 1197 0,6
SGPT (UI/L) 36+3 334 33+£3 373 0,9
PAL (UI/L) 147 £ 32 159 + 43 155+31 183+ 44 0,7
LDH (UI/L) 1159+ 134 1451 £ 222 1355+ 97 1210 + 187 0,6

SGOT serum glutamyl-oxaloacétate transférase ; SGPT serum glutamyl-pyruvate transferase ; PAL : phosphatases alcalines ;

LDH : lactate déshydrogénase ;

* Variation : moyenne * erreur-type de la moyenne ; ** Test de Kruskal-Wallis.
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A = Globules rouges, B = Volume globulaire moyen, C = Teneur corpuscularie moyenne en hémoglobine, D = Urée
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Figure 2 : Paramétres hématologiques et biochimiques avec variation significative selon les jours de

Suivi.

DISCUSSION

L’étude des extraits hydro-
méthanoliques de Ip a révélé dans notre étude,
la présence de flavonoides, de saponosides, de
triterpénes et stérols, de tanins et de phénols
comme dans les extraits acétoniques de Ip
recueilli au Burkina-Faso (Bakasso et al.,
2008) et les extraits chloroformiques de la
méme plante récoltée dans 1’état de Katsina au
Nigéria (Yilwaetal., 2022). Les extraits hydro-
méthanoliques dans notre étude contenaient en
outre des coumarines contrairement aux
extraits acétoniques (Bakasso et al., 2008).
Musa et al. (2008) avaient également noté la
présence de flavonoides, de saponosides, de
stérols, de tanins dans les extraits
méthanoliques de Ip au Niger. Les tanins ont
été quantifiés dans notre étude. Par ailleurs, les
extraits dans notre étude contenaient deux fois
moins de phénols totaux (136,56 versus 282,2
pg EAG/mg) mais trois fois plus de
flavonoides (214,80 versus 68,3 ug EQ/mg)
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que ceux traités par Bakasso et al. (2008) au
Burkina-Faso. Ces différences phytochimiques
pourraient étre liées a la nature des sols sur
lesquels les plantes ont été récoltées, au climat
et au mode d’extraction (Kumar et al., 2017;
Safari et al., 2019; Ogundola et al., 2022).

Les doses d’extrait de Ip administrées
aux rats dans cette étude étaient celles utilisées
pour en évaluer les propriétés antipaludiques
(100 et 200 mg/kg) des extraits méthanoliques
de Ip (Ibrahim et al., 2011) et des effets de ses
extraits hydro-méthanoliques sur les Iésions de
la muqueuse gastrique et la sécrétion acide
gastrique entre 100 et 400 mg/kg (Saleh et al.,
2017) administrés par voie orale & des rats.
Birru et al. (2016) avaient aussi étudié les effets
anti-diarrhéiques de ces mémes posologies de
Indigofera spicata chez les rats.

Le poids corporel des rats est un
indicateur critique des effets toxicologiques
(Denny et Stewart, 2017). Une perte de poids
supérieure a 5% par rapport au groupe de
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contrdle est un marqueur fort de toxicité (Silva
et al., 2021). Le gain de poids n’était pas
significativement différent pour les lots de rats
3 et 4 par rapport au lot témoin dans notre
étude. Ainsi, le manque de gain pondéral du lot
2 recevant la dose la plus faible d’extrait ne
saurait s’expliquer par 1’administration de
I’extrait et pourrait étre li€ a un biais de
conditionnement des rats.

L’administration orale de 100 et 200
mg/kg aux rats n’a pas altéré les parametres
hématologiques notamment la numération des
globules rouges, globules blancs et plaquettes
sanguines et les paramétres biochimiques en
rapport avec les fonctions rénales et
hépatiques.

La numération des globules rouges
augmente physiologiquement chez les rats
Wistar passant de 6+1 x 10° /mm® a
respectivement 9+1 x 10° /mm® et 8+1 x 108
/mm3 chez les males et les femelles entre 1
mois et 2 ans d’age (Jacob Filho et al., 2018).
Dans ces limites physiologiques,
I’augmentation significative de la numération
des globules rouges notée a J29 dans le lot de
rats témoin par rapport au lot 4 ayant recu la
plus forte dose d’extrait était sans conséquence
fonctionnelle car il n’y avait pas d’influence
sur le taux d’hémoglobine. La conséquence en
était une augmentation relative du VGM et de
la TCMH dans le groupe 4. Les moyennes des
VGM étaient stables au sein des lots de rats 1,
2 et 3 contrairement au lot 4 ou on notait une
augmentation significative dans le temps par
rapport lot témoin. Les autres parametres de
I’hémogramme et la numération des
réticulocytes n’avaient montré aucune
variation significative sur les 4 semaines de
gavage, indiquant ainsi une absence de toxicité
hématologique des extraits hydro-
méthanoliques de Ip

L’augmentation de I'urée sérique a J29
dans le lot témoin par rapport au groupe 4
n’était pas en rapport avec une altération de la
fonction rénale ; aucune variation n’avait été
observée sur la créatininémie et les valeurs de
I’urée sérique ne dépassaient pas les limites
supérieures de références (Boehm et al., 2007).
L'urée sérique est un marqueur moins fiable du
taux de filtration glomérulaire que la créatinine
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car ses valeurs sont plus susceptibles de
changer pour des raisons non liées au taux de
filtration glomérulaire. Un régime riche en
protéines peut notamment entrainer une
augmentation de l'urée plasmatique (Traynor et
al., 2006). L apport protéique des extraits de Ip
devrait étre évaluée d’autant plus qu’il s’agit
d’une plante fourrageére (Jayeola, 1988).
L’absence de wvariation des paramétres
biochimiques comme les transaminases SGOT
et SGPT, la lactate déshydrogénase et les
phosphatases alcalines traduisait une intégrité
des organes notamment le foie, les reins et le
cceur (Dzoyem et al., 2014).

Conclusion

Les modifications hématologiques et
biochimiques liées a I’administration orale des
extraits hydro-meéthanoliques de Indigofera
pulchra pendant 4 semaines étaient marginales
et sans conséquences fonctionnelles. Les
parameétres critiques de toxicité étudiés étaient
stables dans le temps quelle que soit la dose
d’extrait administrée. On notait ainsi une
absence de toxicité hématologique, hépatique
ou rénale.
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