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Résumé

Dans le présent travail, I'objet est d'évaluer 1’activité antioxydante (In vitro et In vivo),
et l'activité antibactérienne de I’extrait aqueux de la plante Ephedra alata alenda ; une plante
saharienne, appartenant a la famille des Ephedraceaes ; ont été testées. Le macérat a eté
préparé de la partie aérienne d' Ephedra alata alenda. In vitro, I’analyse phytochimique de
I'extrait a révelé la présence des polyphénoles, flavonoides, alcaloides, tanins, terpenes et
saponines. Le rendement d’extraction a été estimé a 8.21 %. Le contenu de I’extrait en
polyphénols est de 57.59 pg eg/mg ES. et pour les flavonoide 30.60 pg eg/mg ES.
L’¢évaluation de I’effet antioxydant de ces extraits par le piégeage du radical libre DPPH a
donné la valeur d’IC50 de 0.049 mg/ml. Ainsi I’activité antioxydante par la voltamétrie
cyclique vis-a-vis le radical superoxyde anion Oe- a donné des bonnes résultats. En revanche,
I'activité antioxydante totale pour I’extrait aqueux est plus importante a celle de 1’acide
gallique. En fin L’activité antibactérienne évaluée n'a montré aucun effet antibactérien vis-a-

vis les souches référenciées utilisées.

In Vivo, Notre expérimentation a été réalisée chez 25 rattes wistar; divisées en 5 lots,
un lot témoin et 4 lots sont exposés au métribuzine pendant 50 jours; la troisieme lot est traité
par 0.1ml de cisplatine et la quatrieme et cinquiéme par deux doses d'Ephedra alata alenda de
I'ordre 100 et 200 mg/kg . L’analyse montre une variation significative du poids relatif du foie
de groupe exposé au métribuzine. Des changements notables dans les parametres
biochimiques étudiés, aussi pour les parameétres de stress oxydatif chez le lot exposé au
métribuzine. En revanche, le traitement par I'extrait aqueux avec les deux doses et par le
cisplatine donne des résultats similaires en normalisant le poids relatif de foie et les
parametres biochimiques étudiés et en diminuant 1’état de stress. L’étude histologique a

confirmé les résultats biochimiques.

Mots clés : Ephedra alata alenda, Enquéte Ethnopharmacologique, Activité antibactérienne,

Activité antioxydante, Métribuzine, paramétres biochimiques, stress oxydatif.
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DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
DT : deoxythymidine
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E.alata : Ephedra alata
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Epc : potentiel de pic cathodique
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power
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MDA : malondialdehyde

min : minute

ml : millilitre
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PAL : phosphatase alcaline
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Introduction générale

De tout les temps, les plantes ont occupé une place prépondérante dans la vie de
I'nomme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit
cultivées pour se nourrir, se défendre, se vétir ou se soigner (Messai ,2011); Dans le monde,
elle ont toujours été utilisées comme médicaments. Ces derniers a base de plantes sont
considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments pharmaceutiques. Les
industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par 1’étude ethnobotanique des
plantes (Dibong et al., 2011).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. elle produisent déja 70% de nos médicaments, aussi environ
170 000 molecules bioactives ont été identifiées a partir de plantes (Laamri & Mostefaoui,
2017).

En effet, les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches. A titre
indicatif, les polyphénols, forment un groupe trés diversifié de molécules dont plusieurs sont
largement utilisées en thérapeutique comme antioxydants pour lutter contre les effets néfastes

de I’oxygene a I’origine d’un grand nombre de maladies (Bruneton, 2009).

L’évaluation des propriétés phytothérapeutiques, telle que 1’activité antibactérienne et
antioxydante est considére comme trés importante et tres utile, en particulier pour les plantes,

qui sont largement utilisées en médecine folklorique (Abdel Hakim , 2009)

Les propriétés antioxydantes des extraits végétaux sont massivement étudiées. Le
stress oxydatif, qui survient lors de déséquilibres entre la production de radicaux libres et
d'enzymes antioxydantes, est en relation avec l'apparition de maladies telles que 1’ Alzheimer,
I'artériosclérose et le cancer. Une fagon de prévenir ce stress oxydatif qui endommage et
détruit les cellules est de rechercher un apport supplémentaire de composés antioxydants. Les
principes actifs des extraits provenant de diverses sources végétales continuent a avoir un trés
grand intérét comme supplément en médecine complémentaire. La plupart de ces extraits

contiennent des vitamines, des flavonoides et autres polyphénols.(Mohammedi ,2013)

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques (Djahra ,2014). Parmi les plantes
médicinales qui constituent le couvert vegétal se trouve la famille des Ephedraceae,
représentés par un seul genre «Ephedra», cette famille possedent des propriétes

thérapeutiques et sont utilisées en médecine traditionnelle.




Dans le cadre de cette optique, La presente étude de recherche dont le but principal est
d’étudier les activités antioxydants et antimicrobiennes de l'extrait aqueux d'une de ces sous
espéces, Ephedra alata alenda , qui pousse dans la région d’El-oued, et est réputée par sa

tolérance élevée a la carence en eau.
Pour la réalisation de cette étude, nous allons la partager en deux parties essentielles :

e La premiere partie est consacrée a I'étude bibliographique comporte recherche sur les
métabolites secondaires et les activité biologique, aussi sur les plantes médicinales
avec une description de la plante étudiée.

e La deuxiéme partie est expérimentale, subdivisée en deux chapitres : I’un Présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail et 1’autre consacré

a la présentation et la discussion des résultats obtenus.




Premiere Partie
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Chapitre 1. Les métabolites secondaires et les activités biologiques
I.1. Les métabolites secondaires
1.1.1. Généralité

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composes
different en fonction des especes et, bien que leurs roles soient encore mal connus, (Krief,
2003).

Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des plantes (lignines et
tannins) (Gobbi & Khebbaz ,2014). Et sont aussi se trouvent dans toutes les cellules
végétales et nécessaire a leur croissance et a leur développement (Raven et al., 2000). Aussi

n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante

(Guignard, 1996).
1.1.2. Définition

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht
Kossel en 1891, sont des molécules organiques complexes synthétisées par les plantes
autotrophies, ils sont responsables des fonctions périphérique indirectement essentielles a la
vie des plantes (Youla & Latrous, 2017; Boudjouref, 2011).

1.1.3. Rdle biologique

Les métabolites secondaires sont interviennent dans 1’adaptation de la plante a son
environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux,
Ils participent ainsi, d’'une maniere tres efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress
varies : action anti-herbivore, inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des
champignons, prédation d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiére UV. Aussi ils
interviennent pour attirer les agents charges de la pollinisation ou de la dissémination des
fruits; Mais elles peuvent étre antinutritifs. Beaucoup de métabolites secondaires sont
toxiques, ils sont alors stockés dans des vésicules spéecifiques ou dans la vacuole (Boukri,
2014 ; Mansour,2015).
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1.1.4. Distribution et localisation

Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et
ayant une répartition limitée dans I'organisme de la plante (Hartmann, 2007). Ce sont
caractérisés généralement par de faible concentration dans les tissus vegétaux (généralement
quelques pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (Laamari &
Mostefaoui, 2017).

Les métabolites secondaires Biosynthétisés a partir de métabolites primaires (Peeking
et al., 1987), résultent généralement de trois voies de biosynthése: la voie de shikimate, la

voie de mévalonate et du pyruvate (Aref & Heded, 2015)
1.1.5. Classification

Dont plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007); Les métabolites

secondaires sont appartiennent a trois grandes familles:

— Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
banthocyanidines, tanins) et les quinones.

— Les terpénoides et leurs dérivés.

— Les alcaloides (Merghem, 2009).
1.1.5.1. Les composes phénoliques

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire. lls participent a la défense des plantes contres
les agressions environnementales (Gee & Johnson, 2001). Ils caractérisés par la présence d’au
moins d’un noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un groupement hydroxyle
libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc (Bruneton,
1999).

OH

Figure 01: Structure de base des composés phenoliques (Vermerris
& Nicholson, 2006)
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Ces corps jouent un réle fondamental car sont des éléments importants de qualités
sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que
les l1égumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le
cacao ou le thé. Une alimentation équilibrée fournit a ’'Homme environ un gramme de
polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de

caroténoides ou vitamine E (Scalbert et al., 2005).

Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de
carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003);En effet ils sont constituent le groupe le
plus nombreux et le plus largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000
structures phénoliques connus (Lugasi et al., 2003); ils sont divisés en plusieurs catégories :
les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ; les tanins qui sont des
produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides phénoliques, les coumarines, les

lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Figure 02) (Dacosta, 2003).

Stilbenes Lignans Others
w_ A P 4
\\“ | ,,//
T POLYPHENOLS
R = & .
Phenolic acids L . Flavones
Ferulic acid Anthocyanins < Flavonoids Apigenin
Caffeic acid V Apigenin 7-glucoside
Y T LT Flavonols . \ .
Caffeic acid derivatives Flavanols Flavanones Chalcones
Quercetin
p-Coumanic acid Catechin Nanngenin
Rutin
Rosmarnnic acud (quercetn- 3qutinonadc) Epicatechin Enodictyol
Chlorogenic acid Hesperetin
Dihy droquercetin
| E— - |

Figure 02: Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe. (Boros et al.,
2010)

A. Flavonoide
A.1l. Definition

Le terme flavonoide a été plutdt prété du flavus (flavus,<<jaune>> en latin) désigne
une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Laamari
& Mostefaoui ,2017) ; Ce sont des pigments souvent responsables de la coloration des fleurs
et des fruits (El alaoui, 2015).. aussi Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo,

désignant la couche externe des écorces d'orange(Zeghad, 2008) ; Les flavonoides sont
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présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines,

bois, pollens (Verhoeyen et a.l, 2002).
A.2. Structure et classification

Tous les flavonoides (plus de 4000) possedent le méme élément structural de base, a
savoir I’enchainement 2-phénylchromane (Bruneton, 1999) a 15 atome de carbone (C6-C3-
C6) constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux), que désignent les lettres A et B,

reliés par un hétérocycle oxygéné, que designe la lettre C (Harborne & Williams, 2000).

Les atomes de carbone dans les cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et dans le cycle
B de 2' a 6' (Figure ci-dessous) (Bruneton, 1999).

Figure 03: Squelette de base des flavonoides (Collin & Creast, 2011).

Les flavonoides existent soit a 1’état libre (dans ce cas ils sont dits aglycones ou
génines), soit sous forme de C- ou O- glycosides, ce qui tend a les rendre hydrosolubles (ils
sont alors liés a des sucres tels que le glucose, le rhamnose, I’arabinose, le plus souvent aux

positions 3 et 7). lls peuvent en outre étre des monomeres ou des oligoméres (Dacosta, 2003).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins
(Effendi et al., 2008) .
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Figure 04: Structures chimiques de quelques flavonoides (Scalbert & Williamson, 2000).

A.3. Roles et intéréts

Les flavonoides sont largement connus par leurs activités antivirales,
antispasmodiques, antitumorales, antiagrégation plaquettaires, antiallergiques,
hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires, anti-hypertensives et antimicrobiennes
(Ferradji, 2010) , ils assurant la protection des tissus contre les rayonnements solaires nocifs.
(Crozier et al., 1997; Stobieck et al., 2006). Les flavonoides aussi montrent a des propriétés
dans le controle de la croissance et du développement des plantes en interagissant d’une
maniere complexe avec les diverses hormones végétales de croissance (Merghem, 2009); ils
protégent la plante des différents agents pathogenes, aussi ils sont connus par leur capacité a

inhiber la croissance des cellules cancéreuses (Hidayat & Fatmawati, 2016 ; Ueli et al., 1991).

B. Acides phénoliques
B.1. Définition

Les composés phenoliques sont des métabolites secondaires végétaux qui jouent un

role important dans la résistance aux maladies et la protection contre les parasites, (Servili &
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Montedoro, 2002 ; Keerthi et al.,, 2014), lls sont considérés comme substances
phytochimiques avec des effets prebiotique, antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire.
Leur toxicité est trés faible car ils sont considérés non toxiques (Laraoui, 2007).

B.2. Structure et classification

On distingue deux classes appartenant a cette sous-famille. Les dérivés d’acide
benzoique et les dérivés d’acide cinnamique. Les acides hydroxybenzoiques sont a la base de
structures complexes comme les tanins hydrolysables présents dans les mangues, et les fruits
rouges comme les fraises, les framboises ou encore les mires (Manach et al., 2004) . Les
acides hydroxycinnamiques sont plus abondants que les acides hydroxybenzoiques (El
Gharras, 2009).

Rl R2 R3 Acides phénoliques
R1 OOH H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
R2 OCH3 OH H Acide férulique
R3 OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Figure 05 : Principaux acides hydroxycinnamiques (EI Gharras, 2009).

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydroxy
H H OH H
benzoique
R Acide
- R1 H OH OH H S
protocatechique
H OCH3 OH H Acide vanillique
R3 COOH A ‘
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 06: Principaux acides hydroxybenzoiques (El Gharras, 2009).
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R6 R7 R8 Acides phénoliques
R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=O OCH3 OH H Scopolétol
R7 OCH3 OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 07 : Principaux types de coumarines (El Gharras, 2009).
C. Tanins
C.1. Définition

Les tanins sont des substances polyphénoliques d’origine végétale, de structure
variée, qui ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le
cuir (Paris & Hurabielle., 1981, Bruneton, 1999) . Ces substances ont en effet la propriété de

se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux , mais ils sont plus
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les rosacée ; Et plus
particulierement dans les fruits, les graines de céréales et diverses boissons. Dans
I'alimentation humaine, les sources les plus importantes de tannins sont le vin et le thé.
(Ghestem et al. , 2001)

Dans notre alimentation, 1’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins. Elle a un réle important dans le choix des aliments (corrélation inverse

entre les espéces végétales choisies et leur teneur en tannins) (Larwence et al., 1984).
C.2. Structure et classification

Les tanins sont des composés phénoligues , non azotées, soluble dans I'eau, I' alcool, et
I'acétone, peu soluble dans I'éther. ayant un poids moléculaire (PM) compris entre 500 et 3000
Da (Brunet, 2008 )

Les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux

attaques fongiques et bactériennes (Hagerman & Butler, 1981).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, trois groupes de tanins
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différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques : les tanins
hydrolysables, les tanins complexes et les tanins condenses (Vermerris & Nicholson, 2006;
Bruneton, 1999).

e Tannins hydrolysables

Les Tannins hydrolysables (Figure 08) ce sont des esters de glucose et d’acide
gallique. Ils sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par 1’hydrolyse
chimique (enzymatique). lls liberent alors une partie non phénolique (souvent du glucose) et
une partie phénolique qui peut étre soit de I’acide gallique, soit un dimére de ce méme acide —

I’acide éllagique (Bellebcir, 2008).

Figure 08: Exemple des tanins hydrolysables (Boubekri , 2014).
e Tanins condense (ou tanins non hydrolysable)

Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques) (Figure
09), ils sont plus complexes que les tanins galliques (Alilou, 2012) ; leur structure voisine de

celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence de sucre (Paris & Hurabielle., 1981).

Ces tanins sont des oligomeres ou polymeres de flavan-3-ols qui ont la propriété de
libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud parrupture de la liaison inter monomérique
(Gori & Tebbale , 2014).

10
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OH

Figure 09: Exemple des tanins condensés (Boubekri, 2014).

e Tanins complexes

Tanins complexes sont definis comme des tanins dans lequel une unité de catéchine
glycosidique est lié soit a un gallotannin ou d'une unité ellagitannin. Comme son nom
I'indique, la structure de ces composés peut étre tres complexe. Un exemple est Acutissimin A
. (Laamari & Mostefaoui , 2017)

C.3. Roles et intéréts

Le rble biologique des tanins est lié a sa propre protection contre les infections
fongiques et bactériennes, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabaee & Ree , 2001).
En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir, antiviral, anti-inflammatoire et une activité
antimutagene . Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de
gorge, les problemes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes,
blessures, coupures et brilures (Laamari et Mostefaoui, 2017)

Les tanins peuvent exercer des effets nutritionnels bénéfiques chez les ruminants qui
en consomment des taux modérés. Plusieurs études suggerent que la présence des tanins
condensés a un seuil inférieur a 6% est avantageuse et induit une amélioration des
performances animales, croissance et rendement en viande et en lait (Barry et al., 1986) ;
aussi, La présence naturelle des tanins dans les différents paturages protége les herbivores

contre les ballonnements (Makkar, 2003).

11
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1.1.5.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont généralement dérivés des aminoacides , contiennent de 1’azote et
forment une grande famille hétérogéne de métabolites secondaires, qui présentent un intérét
par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en medecine. (Croteau et al,.
2000 ; Mohammedi , 2013). Ils se trouvent en solution dans le suc cellulaire; et abondent dans
les tissus particulierement art actifs : régions de croissance, points végetatifs, zones de

cicatrisation, bourgeons qui s'ouvrent, ovaires et ovules qui mdrissent (Lucienne, 1958)

Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus
grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12 000 différentes structures
(Donatien , 2009) . On les classe sous trois groupes:

— Les alcaloides vrais: I’azote inclus dans un hétérocycle, ce groupe représent la

majorité des alcaloides.

— Les proto-alcaloides: ils ne possedent pas un azote intra-cyclique, ils ont une

structure proche des amines .

— Les pseudo-alcaloides: ils présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Ghedjati, 2014).

On pense que les alcaloides font partie du systeme de défense chimique constitutif des
plantes , jouent a faible doses ; Le réle de la défense chimique pour les alcaloides dans les
plantes est soutenu par leur large gamme d'effets physiologiques sur les animaux et par les
activités antibiotiques que possédent de nombreux alcaloides. Divers alcaloides sont
également toxiques pour les insectes ou fonctionnent comme des moyens de dissuasion
alimentaires; aussi , le role d’anesthésiques locaux (cocaine), d’analgésiques (morphine),

d’antiparasitaires, d’anti-tumoraux... (Croteau et al,. 2000 ; Azzi, 2016).
1.2. Les activités biologiques

1.2.1. Les activités antioxydants

1.2.1.1. Introduction

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfére des électrons
d'une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructrices (BERRA, 2015). la production de ces radicaux

au niveau cellulaire est étroitement contrdlée par un énorme systéme de défense dit systéeme

12
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antioxydant. Cependant, une surproduction de radicaux libres d'un cété et (ou) une déficience
du systeme antioxydant de l'autre c6té, conduira & une augmentation significative de la
production de ces radicaux, qui submergent la défense antioxydante et imposent un stress
oxydatif pour le systeme physiologique (Kebili, 2016).

1.2.1.2. Stress oxydatif

Des moléecules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de
I’oxygeéne (ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces derni¢res sont
cependant contr6lées par les antioxydants (Boubekri, 2014). Le stress oxydatif est le
déséquilibre entre la génération des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) et la capacité du

corps a les neutraliser et & réparer les dommages oxydatifs (Abdoune, 2012).

Antioxydants

Figure 10: Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants (Boubekri, 2014).

Ce déséquilibre se traduit par des dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants
cellulaires : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et

de cancérisation (Djeffal, 2014).
1.2.1.3. Les radicaux libers

Un radical libre est définit comme étant toute espece qui a un ou plusieurs électrons
impaires, qui est difficile & étre détecter, identifier et quantifier, aussi leur réactivité est
responsable de leur toxicité (Favier, 1994 ; Packer & Glazer, 1990 ; Minisci, 1997). lls sont
capables de réagir avec différentes molécules, en particulier lors de réactions en chaine
(Christophe & Christophe, 2011), la plupart des radicaux libres sont produits par les
mitochondries (Sylvia, 2010).
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Les radicaux libres sont générés au cours du fonctionnement normal de I'organisme,
mais leur production peut étre augmentée par la pollution, la fumée des cigarettes ou une

exposition prolongeée au soleil (Abdoun, 2012).

L’appellation « espéces réactives d'oxygéne (ERO) » inclut les radicaux libres de
I’oxygene qui représentent la classe la plus importante d'especes radicalaires générées dans les
systémes vivants: anion superoxyde (Oge-), radical hydroxyle (OHe) mais aussi certains
dérivés oxygenés non radicalaires dont la toxicite est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H20,). L'anion superoxyde (O2e-) et le peroxyde d’hydrogéne (H2O2) sont des
oxydants moins réactif que OHe, mais ils ont une durée de vie plus longue leur permettant de
se déplacer a partir du site de génération et de réagir avec des molécules dans divers tissus
(Valko et al., 2007; Martinez-Cayuela, 1995).

1.2.1.4. Les antioxydants
A. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydant

L’activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modele de test
antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer les

activités antioxydants avec les échantillons d’intérét. (Badarinath et al. 2010).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I’activité antioxydant,
nommeées d’apres le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par
exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), TEAC(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2- azinobis 3-ethyl-
benzothyazoline 6- sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a
indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre
appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires (Georgieva et al.,
2010).
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Tableau 01: Méthodes les plus couramment utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant
(Kebbab ,2014).

Méthode Réaction

Méthode FRAP (Ferric réduction de Iion ferrique (Fe>+) en ion ferreux (Fe+). évalue
Reducing Antioxidant le pouvoir réducteur des composés La lecture se fait a 700 nm.
Power)

Methode DPPH Reduction du radical libre stable de 2,2-diphényl

picrylhydrazyl (DPPH.). La lecture se faita 517 nm.

Méthode ABTS le sel de ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2, 2- azino bis-(3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) perd un électron pour
former un radical cation (ABTSe +) de couleur sombre en
solution. En présence de lagent antioxydant, le radical ainsi
formé est reduit pour donner le cation ABTS+, ce qui entraine
la décoloration de la solution. La lecture se fait a 734 nm.

Méthode PPM L’hydrogéne et 1’¢lectron sont transférés vers le complexe
(PhosPhoMolybdate) oxydant (PPM).

In vivo, I'évaluation de l'activité antioxydants se fait par plusieurs méthodes comme le
dosage des parametres de stress oxydatif (Catalse, GSH, GST et MDA) aussi par le dosage

sanguin .

B.Classification des antioxydants

Les antioxygénes sont classés dans trois catégories différentes :
» Les antioxydants synthétiques.
» Les antioxydants synergiques.

» Les antioxydants d’origine végétale. (Bouhadjra ,2011)
B.1. Antioxydants de synthese

Dans [D’industrie  alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que
le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le

tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
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chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils générent
un besoin de recherche comme matiére de substitution d’aprés des sources naturelles comme

antioxydants de la nourriture (Lisu et al., 2003).

Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques
(Yu et al., 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances
toxiques ou carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des
organes extrahépatiques (Barlow, 1990). Le BHT présenterait des effets carcinogenes chez le
rat (Ito et al., 1985).

oH

0H OH o
(CH ghC., i CiCH y)y ©,m CH 31y i,—ﬂlc” My HO i _OH
O

CH QOCH 3 COOC 3H7
2 B-di-fert-Butyl-p-hydroxytoluene 2-tert-Butyl-p-methoxyanisole tert-Butylhydrogquinone Propyl gallate
(BHT) (1) (BHA) (2) (TBHQ) [3) (PG)(8)

Figure 11 : Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques (lIto et al., 1985)
B.2. Les antioxydants synergiques

Ce sont des molécules qui améliorent I’action de certains antioxydants. Ce qui se
traduit souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent : Les
acides lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium.
Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou le
cuivre, dont on connait bien I'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut-étre pas

la seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatants.
B.3. Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturellement sont présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus
important d’antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et

autres composeés vegetaux (Figure 12.) (Pelli & Lyly, 2003).
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Figure 12: Structures chimiques des antioxydants naturels (El kalamouni, 2010).
C. Mécanismes d’action des antioxydantes

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre
substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une
structure de donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés

du phénol.

En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la
délocalisation par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par
I’oxygeéne moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloguent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygéne, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des
produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne

puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent
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I’énergic excédentaire de I’oxygene singlet pour la transformer en chaleur (YYaacoub, 2009 ;
Hellal , 2011).

Tableau 02 : Mécanisme d’action de quelque antioxydante (Atti ,2014 )

NATURE MODE D’ACTION
Défenses non enzymatiques | Vitamine E Neutralise les radicaux ibres
Vitamie C Participe aux réactions d'oxydoréduction
Béta caroténe
Béta carotene
Beta carotene Fixation des metaux de
fransition
Ubiquinone, acide urique...
Défenses enzymatiques Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de
I"anion superoxyde
(Catalase Metabolise H,0,
Glutathion peroxydase Action reductrice sur H,0, et
les hydroperoxydes

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au

niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ERO (Yakhlef ,2010).

En outre, I’antioxydant alimentaire ideal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a
faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistant

aux processus technologiques, et stable dans le produit fin (Hellal, 2011).

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Parmi ces
antioxydants on peut citer : les flavonoides, les tanins, les coumarines, les huiles essentielles,

les phénols et les xanthones (Abdoune., 2012)
D. Implications pathologiques du stress oxydant

De nombreuses études, tant epidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de
pathologies humaines différentes (Pincemail et al., 2002) allant de 1’athéroscléros cancer tout
en passant par les maladies inflammatoires, neurodégénératives et le diabéte. Le réle du stress
oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le
vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001; Valko et al., 2007).
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E. Stress oxydant et cancer

La carcinogénécité du stress oxydant est principalement attribuée a la génotoxicité de
ROS dans les différents processus cellulaires (Lee, 2006). Les cellules cancéreuses sont
connues par leur métabolisme actif et sous une élévation d’un stress oxydatif,
vraisemblablement associé avec une prolifération cellulaire incontrdlée et dysfonction de la

régulation métabolique (Khelfallah, 2013).

e ROS et cancer

Comparees aux cellules normales, les cellules cancéreuses sont en état de stress
oxydatif. Leur métabolisme est en effet altéré et fort élevé, peut-&tre pour combler les
dépenses énergétiques que demande une intense prolifération, ce qui entraine une génération
accrue de ROS (Pelicano & ai, 2004). Pour combattre ce surplus de ROS, les cellules

cancereuses activent leurs défenses antioxydantes, rétablissant leur homéostasie.

Plusieurs voies de signalisation contrblent ces défenses antioxydantes, offrant de
nouvelles cibles pour une chimiothérapie. En court-circuitant ces voies de controle avec un
agent adéquat, les cellules cancéreuses deviendraient incapables de se protéger.
L'augmentation du stress oxydatif qu'elles subiraient aboutirait a leur mort (Pennington et al,
2005).

1.2.2. Activité antibactérienne
1.2.2.1. Définition

Dés la naissance I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux (Yakhlef ,2010); Les pouvoirs
antimicrobiens des plantes aromatiques et médicinales sont connus depuis 1’antiquité. Toute
fois il aura fallu attendre le début du 20°™
intéresser. (Abdoune, 2012)

siecle pour que les scientifiques commencent a s’y

L'activité antibiotique correspondant a activité d'une molécule ou composé présent au
sein d'un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d'une bactérie ou la
tue. La sensibilité d'une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de I'antibactérien
Face a un antibactérien donné, la sensibilité d'une bactérie peut étre trés différent selon la

souche d'appartenance (Laamari & Mostefaoui, 2017).
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1.2.2.2. Antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne naturelle, semi-synthétique ou
synthétique, capable a faible dose de tuer ou d'inhiber spécifiquement la croissance du germe

par un mécanisme particulier jouant sur ses mécanismes vitaux (Okusa, 2012).

Selon la structure chimique, les antibiotiques peuvent exercer leurs effets selon

différents modes:
- Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi: B-lactamines, glycopeptides,
- Antibiotiques altérant la membrane plasmique: polymixines, daptomycine,

- Antibiotiques inhibant la synthese protéique (généralement par fixation sur les ribosomes):

tetracyclines, chloramphenicol,
- Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques: rifampicine, etc (Kebili Z., 2016).
1.2.2.3. Aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques(Kebili, 2016). Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes

utilisés et le comparer avec I’effet de nos extraits bruts (Yakhlaf, 2010).

- Boite de Petri
///vl,’h\(
s Souches test

-

Milieu de culture gelose
(Agar)

\—— Dis que imbibé
d'huile
essentielle

Crossance
microbie nne

Figure 13: lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Zaika, 1988).
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Chapitre 11. Les plantes medicinales et Ephedra alata alenda
I1.1.Définition des plantes médicinales

Une plante médicinale est une drogue vegetale qui peut étre utilisées entiére ou sous
forme d'une partie de plante pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie qu'au moins une
de ses parties (racines, écorce sommités, fleuries, feuilles, fleurs, fruits, graines) peut étre
employée dans le but de se soigner (Boudraa & Rouadeh, 2003 ; Jorg & Christof, 2007 ;
Schaunberg & Paris, 2013).

Leur efficacité releve de leurs composés, tres nombreux et trés variés en fonction des

especes, qui sont autant de principes actifs différents (Schaunberg & Paris, 2013)

11.2. Définition des principes actifs

Les effets bénéfiques des plantes sur la santé sont dus au fait qu'elles contiennent des
substances appelées principes actifs, responsables de leurs effets thérapeutiques (JORG &
Christof, 2007).

Les plantes produisent un grand nombre de composés qui ne sont pas issus
directement de la photosynthese, mais résultent des réactions chimiques ultérieures, ces
composés sont appelés métabolites secondaires (Ramawat & Merillon, 2008).

Les metabolites secondaires sont des substances indirectement essentiels a la vie de la
plante, ils participent & I'adaptation de la plante avec son I'environnement, a la tolérance
contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température,...) et a la
défense contre les pathogénes (moisissures et bactéries phytopathogénes,...) (Sarni &
Cheynier, 2006).

On distingue trois principales classes des métabolites secondaires : les Composés

phénoliques, les alcaloides et les térpénoides et stéroides (Ramawat et Merillon, 2008).
11.3. Utilisation des plantes en médecine traditionnelle

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du
monde, notamment celle des pays en voie de développement ou plus de 80 % de la population
ont recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé
primaire, du fait de son incapacité a accéder, voire bénéficier des vertus de la meédecine
moderne (Rates, 2001 ; Khadhri, 2013).

Parmi ces plantes on trouve Ephedra alata
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11.4. Généralités sur la plante
11.4.1. Genre Ephedra

L'origine de I'Ephedra a parfois été considérée comme ancienne, peut-étre des ou
avant I'éclatement de la Pangée (environ 200 millions d'années passant dans le Trias moyen)
(Huang & Price, 2003).

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephedra inclue environ 40
espéces dans le monde (Evans, 2009) est représentée par des arbustes dioiques vivaces a
rameaux articulés, qui peuvent atteindre 1 & 3 métre de haut, avec de minces tiges dressees,
verts jaunatres, intersectees et Iégerement nervurées, a canalicules de 1,5 mm de diametre et
qui se termine par une pointe souvent acérée. Au niveau des noeuds, qui sont écarté de 4 a 6
cm, les feuilles réduites en écailles apparaissent triangulaires qui se développent en paires
opposées ou en verticilles de trois, donnant a la plante I’aspect d’un arbuste sans feuille. De
petites fleurs apparaissent en été (Limberger et al., 2013; Ozenda, 1991; Abourashed et al.,
2003).

Les espéces de ce genre peuvent pousser dans des conditions semi-arides et
désertiques, ce qui rend les six continents appropriés pour la croissance de ce genre. Ce
dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des pentes seches et des cotés secs
de montagnes (Limberger et al., 2013; Qingbiao, 2006) et qui poussent surtout dans la Chine,
I'Inde, I'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques (Hegazi & El-Lamey,

2011). La figure 14 montre la répartition du genre Ephedra dans le monde.
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Figurel4: Répartition géographique de I'Ephedra dans le monde (Caveney et al., 2001).
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11.4.2. Sous espéce Ephedra alata alenda
11.4.2.1. La classification scientifique d’Ephedra alata

Tableau 03: La classification scientifique d'Ephedra alata (Ozenda, 1991).

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espece Ephedra alata

Sous espéce Ephedra alata alenda

11.4.2.2. Description botanique

Cette espece, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les
régions sahariennes, est un arbuste de 1 a 3 métres de haut, a rameaux articulés et tres ramifiés
d'une couleur vert-jaunatre, portant au niveau des noeuds de petites feuilles opposeées,
alternant d'un noeud a l'autre. Les fleurs sont en petits cdnes blanchatres, dioiques (fleurs
males et femelles sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement
membraneuses. Elle présente un systéme de racines latérales extrémement puissant (Ozenda,
1991; Derbel et al., 2010).
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Figure 15: Ephedra alata alenda (photo originale)
11.4.2.3. Répartition géographique

L'espece Ephedra alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra
originaire d'Asie, y compris I'Arabie Saoudite (Al-Qarawi et al., 2011). Elle est commune
dans le Sahara du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et I'Arabie (Ozenda, 1991). En Algérie,
E. alata se trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains sableux,
des regs et les lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de I'étage
tropical et la Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991).

11.4.2.4. Utilisation

Les espéces du genre Ephedra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales
connues de I'numanité. E. sinica est I'espéce principale qui a été utilisée en Chine depuis plus
de 5000 ans. E. gerardiana a aussi été utilisée dans la médecine traditionnelle indienne depuis
l'ancien temps. Méme durant le temps de I’empire Romain, I’Ephedra était bien connue

(Abourashed et al., 2003).

Ma-huang est le terme spécifique donné, par les chinoises, a la partie aérienne des
espéces : E.sinica, E.equisietina, E.intermedia, E.distachya, E.gerardiana, E.minuta ainsi

qu'autres espéces contenant de 1’éphédrine (Abourashed et al., 2003).

Ma-huang a été traditionnellement utilis€¢ en Chine pour lutter contre 1’asthme
bronchiale, rhume, grippe, fiévre, frissons, rhinite, congestion nasale, oedeme, maux de téte,
arthralgies et comme diaphorétique, antiallergique et antitussif (Abourashed et al., 2003; Soni
et al., 2004; Konno et al., 1979; Ma et al., 2007).
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Les especes Ephedra d’Asie ont été récemment utilisée dans la fabrication clandestine

d'une drogue de rue, de la méthamphétamine (d-desoxy-éphédrine) (Caveney et al., 2001).

En Egypte, E.alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,
hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984). En Arabie Saoudite,
Ephedra est I'une des plantes de parcours les plus répandues. Elle a été utilisée comme
paturage pour de nombreux animaux attirés par son arébme acceptable (AL-Qarawi et al.,
2012). Au Maroc, I’Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabete (Ghourri et al.,
2013). En Algeérie, E. alata s’utilise contre la grippe, la coqueluche et la faiblesse générale en
tisane et par inhalation ainsi que sous forme de gouttes nasales contre les rhumes (Ould El
Hadj et al., 2003). Elle est trés appréciée par le dromadaire.

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées, qui
sont usuellement bouillies dans de 1’eau pendant environ trente minutes et administrées

comme thé chaud (Abourashed et al., 2003).

En dépit de sa longue histoire et sa promesse agronomique, 1’utilisation de I’herbe a
diminué au fil des ans, mais au début du vingtiéme siecle, I'importance de 1’herbe a
graduellement revécu comme il est démontré par son large utilisation aux Etats Unis dont
beaucoup de produits contenant de I’Ephedra vendus sous des noms tels que " Herbal Ecstasy
and Escalation” sont supposés étre efficaces pour la perte de poids et I'amélioration des

performances physiques (Abourashed et al., 2003; Caveney et al., 2001).
11.4.2.5. Pharmacologie

Les effets pharmacologiques et toxicologique de cet arbuste semble étre attribuable a
ses alcaloides de types éphédrine, principalement (-)-éphédrine et (+)- pseudoéphédrine.
L’Ephédrine, malgré 1’absence de groupement phénolique caractéristique des catécholamines,
est un sympathomimétique, agoniste a la fois des récepteurs adrénergiques a et B. Elle
présente aussi un effet indirecte sur le systéeme sympathique via 1’augmentation de la
libération de noradrénaline a partir des vésicules de stockage dans les neurones sympathiques
vers la zone synaptique ou il se fixe sur les récepteur post-synaptiques o et p (Limberger et
al., 2013; Chen et al., 2010; Ma et al., 2007)

L’effet principal de la stimulation des récepteurs adrénergiques a et g inclue
I’augmentation de la fréquence cardiaque et la contractilité. Elle favorise également la
vasoconstriction périphérique due a la fraction pseudoéphédrine, la bronchodilatation, ce qui

explique son utilisation traditionnelle comme décongestionnant nasal et antiasthmatique, ainsi
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que la stimulation du SNC (Abourashed et al., 2003) (Phinney et al., 2005). Cependant, les
effets hypertenseurs et vasoconstricteurs liés a 1’éphédrine, sont moins rapides et moins
puissants, mais plus durables et plus stables dans les conditions du métabolisme contrairement
a l'adrénaline (Chopra et al., 1960). C’est pour cela que I’administration de 1’éphédrine, qui
semble le majeur principe actif de la plupart des espéces Ephedra, est contre indiqué chez les
patients atteint d'hypertension ou toute autre MCV, de glaucome, ou de I’hyperthyroidie
(Soni et al., 2004; Chen et al., 2010).
11.4.2.6. Toxicologie

Les especes de I'Ephedra ont des effets bénéfiques et néfastes (Ma et al., 2007).
Cliniquement, il peut en résulter une tachycardie, une hypertension, une hypersudation, une
bronchodilatation, une agitation et une mydriase. L'utilisation de I'Ephedra est également
connue pour étre associée avec des manifestations gastro-intestinales et psychiatriques (Peters
et al., 2005). Ces effets peuvent étre les raisons pour lesquelles I'utilisation de I'Ephedra est
recommandée uniquement pour les situations aigués en médecine traditionnelle chinoise et

contre-indiqué pour une utilisation a long terme (Chen et al., 2010).
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Chapitre | Matériels et Méthodes

I. Matériels et méthodes
1.1. Matériels

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de la faculté des sciences
de la nature et de la vie a I’universit¢ Echahid Hamma Lakhdar d’ELOued et laboratoire de
valorisation et technologie des ressources sahariennes (VTRS). les analyses sanguines ont été
effectuées au niveau du laboratoire d'analyses médicales EL-MEDJED et Les coupes
histologiques ont été réalisées au niveau du centre d’analyse pathologique BEN BORDI,
service l'anapath, EL OUED.

1.1.1. Matériels biologiques
1.1.1.1. Matériel Végétal

Les parties aérienne d'Ephedra alata sont récoltées le 07 Octobre 2017, est une espece

médicinale appartenant a la famille des Ephedraceae .

Figure 16: L'espéce d'Ephedra alata alenda (photo originale)

A: plante fraiche ; B: plante seche.
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A. Présentation de la zone d'étude (La wilaya d'EL OUED)

La wilaya d’El Oued est située au Sud-Est de 1’Algérie, elle a une superficie de 44
586.80 Km2. La longueur de sa frontaliere avec la Tunisie est de 300 Km environ. Elle est

couverte par le grand Erg : Oriental sur les 2/3 de son territoire. La wilaya d’El Oued est
délimitée:

= Au nord, par les wilayas de Tébessa et Khenchela
= Au nord et au nord-ouest par la wilaya de Biskra
= Au sud et au sud-est par la wilaya d’Ouargla

= A l'est par la Tunisie.

Figure 17: Carte d'Algérie représente la Wilaya d'EI-Oued (Systeme de Gestion Intégré de
I'iInformation Agricole et Rurale of Algeria [SGIIAR] ,2009)

B. Site de prélevement

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir d’un site de la région d’El-Oued

"Nakhla" situé au Nord 33° 16’ 38" et 6° 57' 5" Est (Figure 18).
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Figure 18: Localisation géographique de la zone d’étude (www.google erthe 2018.com)
C. Technique de séchage

Aprées la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la
bonne conservation des échantillons, un séchage a I’air libre et a 1’obscurité pendant une

dizaine de jours a été réalisé. Elles sont, ensuite, broyées par un broyeur électrique.

Apreés le broyage, la plante a été conservée dans des sacs en papier opaque afin de
garder leur couleur, godt et principalement leur effet thérapeutique, elle a été stockée

soigneusement dans un endroit sec jusqu’a leur analyse.

1.1.2.2. Les microorganismes utilisés : (Souches microbiennes)

L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en utilisant des souches référenciees :
» Les bactéries Gram négatif

- Escherichia coli (ATCC 25922): Bacille, appartient a la famille des Enterobacteriaceae
(Paterson, 2006). De forme non sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile
grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um
(Steven et al., 2004). Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut
devenir pathogene si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des

facteurs de virulence particuliers (Nauciel et al., 2005).

- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) : Bacille , opportuniste, fréguemment incriminée

dans les infections nosocomiales gréace a sa capacité de persister dans les milieux hospitaliers,
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sa resistance naturelle et son pouvoir dacquisition de multiples mécanismes de résistance aux
antibiotiques (Chinbo et al., 2014).Elle est 1’agent le plus pathogéne courant provoquant une
infection chronique (Pressler, 2011). P. aeruginosa est impliquée dans les infections des
plaies et de I’appareil respiratoire, infections des voies urinaires et les septicémies (Perry et

al., 2004).

- Klebsilla pneumonie (ATCC 700603) : Genre de bactérie, non mobiles de famille
Enterobacteriaceae, capsulés avec des colonies a aspect de muqueuses. (Garbonnelle et al.,
1987). 1l est un type de bactérie qui est souvent répandu dans les unités de soins intensifs ou
les maisons de soins infirmiers. Il se trouve généralement dans le tractus intestinal, ou il fait
partie de I'écosystéme d’un coOlon sain. Ce bactérie peuve se propager a d'autres parties du

corps, cependant provoquer des maladies mortelles (Anadriamobololona , 2010)

- Salmonella Enteric (Arizonae CIP 81-3); des entérobactéries, des bacilles, non sporulants
(jawetz et al., 1973), espece majoritaire, qui se divise en six sous-especes (Popoff et al., 2004;
Tindall et al.,2005)

» Les bactéries Gram positif

- Staphylococcus aureus ( ATCC 25923) : Coccl, de la famille des Micrococcacez, immobile
et disposées en grappe de raisins, présente sur le corps et les muqueuses, et souvent
responsable d’infections graves communautaires et nosocomiales . (Perry et al., 2004; Lowy,
1998).

1.1.2.3. Matériel animal

Afin d’éviter la variabilité intersexe, nous n’avons utilisé pour ’activité anti-oxydante
que des rattes femelles de type Wistar albino de I’Institut Pasteur d’Alger (I.P.A.). Pesant
entre 150g et 180g au début de I’expérimentation.

Les rattes ont été séparées dans des cages aléatoirement. Ils sont divisés en cinq lots et
hébergées au niveau de I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie, a
l'université Elchahid Hamma Lakhdar (cing rates par cage :n=5). Les cages sont munies d’un
porte étiquette ou sont mentionnés le nom du lot, l'intervalle des poids, avec la date de début

de traitement.

Les rattes sont soumises pendant 20 jours a une période d’adaptation ou elles ont un
acces libre a I’eau et a 1’aliment sous des conditions de lumiere et de température controlées

(12 heures d’éclairage / Température de 24 °C).
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1.1.2.4. Enquéte ethnobotanique

En vue de rendre compte de la valeur d'E.alata alenda, représentée dans la région
d’EL- Oued une enquéte ethnobotanique est lancee aupres de la population. Au cours de cette
enquéte 78 personnes de 20 a 90 ans (34 hommes et 44 femmes) de différentes régions, EL-
oued, Nakhla, Oued alenda, Debila et Robbah ont été questionnées. (La fiche d'enquéte est

présentée en Annexe 09).
1.1.2. Matériel d'étude au laboratoire

Les reéactifs et les matériels utilisés dans les différents tests et dosages sont présenté

dans I’annexe 01.
1.2. Méthodes
1.2.1. Préparation des extraits

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules poly phénoliques contenues

dans la partie aérienne de la plante (Madi, 2009).
1.2.1.1. Extraction par macération a I’eau

La plantes étudiée (10Qg) est mis a macérer a 1’obscurité et a température ambiante
dans I’cau distillée 100 ml pendant 24 heures. Aprés la macération, 1’extrait aqueux est
récupéré par filtration sur papier Wattman. Ensuite 1’extrait a été évaporé a 56°C a 1’aide d’un
évaporateur rotatif (Blichi Rotavapor R- 200) jusqu’a I’obtention d’un résidu sec. puis séché a
I’Etuve a une température ne dépasse pas 56 C° . Enfin ce résidu sec a été conserve a une
température de +4°C (Matkowski & Piotrowcka, 2006).

1.2.1.2. Détermination du rendement
Le rendement de la plante en extrait sec a été quantifie selon la formule :

R % = PEB/PMV x100

R : Rendement.
PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).

PMV: Poids de Matiére Végétale(g).




Matériels et Méthodes

ﬂ 100 ml eau distillée D ‘f‘ [[ 10 g plante sec D
N /

—

Macération pendant 24 h a

I’obscurité

7

ﬂ Filtration

L ———4

Evaporation par

évaporateur rotatif a 56°C

/

l‘ séchage a I’Etuve l

4

/

Evaluation de
l'activité

Evaluation de

I'activité Dosages des

antimicrobienn COMPOSes antioxydant

phénoliques

Figure 19: Protocole de préparation de I'extrait aqueux
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1.2.2. Etude in vitro
1.2.2.1. Les tests phytochimiques

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection des
différentes familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par
des réactions qualitatives de caractérisation (Haoulia, 2015). La phytochimie qualitative basée
sur des réactions colorées ou de précipitation par des réactifs chimiques spécifiques réalisée
sur les extraits (Mohammedi, 2013).

A. polyphénols

2mL de chaque extrait est ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
(FeCI3) a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques

I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (Bidie et al., 2011).
B. Flavonoides

Traité 0.5ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCl concentré et 0.5g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur

rose ou rouge se développe en aprés 3minutes (Bouhadjera et al., 2005).
C. Les tannins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeCI3 (1% préparé au méthanol). Apres ’agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Karumi et al., 2004; Rizk, 1982).
D. Les Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduirel ml d'extrait a analysé .Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI et ajoute quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube
et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube.L'apparition d'un précipité

blanc ou brun, respectivement révéle la présence des alcaloides(Kanoun,2011).
E. Les saponosides (Test de mousse)

Nous avons introduit 10 mL de chacun des extraits aqueux dans un tube a essai. Le
tube est agité pendant 15 secondes (s) puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de

mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides.( Bidie et al., 2011)
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F. Sucres réducteurs

Dans un tube a essai, ajoute liquide Fehling (Imld'une réactif A plusimld'une réactif
B),a I'extrait a analyser et incuber I'ensemble dans un bain marie bouillant. L'apparition d'un

précipité rouge brique indique la présence des sucres réducteurs(Traese & Evans, 1987).
G. Terpénoides

Dans un tube & essai, ajouter a 5ml d'extrait de plante, 2ml de chloroforme (CHCI3) et
3ml d’acide sulfurique (H2SO,) concentré. La formation d’une couleur brune rougeatre

indique la présence des Terpénoides (Dharmendra et al., 2012).
I. Stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par
0,5ml de H2SO4 concentré. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la
présence de stéroides non saturés. Dans un 2eme tube, le méme volume de H2SO4 est ajouté.
La présence de la couleur rouge indique la présence des dérivés des stéroides (Harborne et al.,
1973).

1.2.2.2. Analyse quantitative des composes phénoliques

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon .Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de
Singleton et Rossi en utilisant le réactif de Folin-Siocalteu, tandis que les flavonoides ont été
quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium d’aprés une méthode adaptée de

Lamaiosn et Carnat (Belguidoum, 2012)
A. Dosage des polyphénols totaux (PPT)
¢ Principe

Le dosage des polyphénols est réalisé par la méthode de Singleton et Ross en utilisant

le réactif de Folin-Ciocalte.

I1 s’agit d’une solution d’acide phosphotungstique (H3PWi2040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040 ) dont la réduction par 1’action des polyphénols donne un
mélange des complexes de sels de tungstene (WsO,3) et de molybdene (MogO,3) de couleur

bleu. Cette solution absorbe a une longueur d’onde de 725 nm. Ainsi, le dosage des PPT se

34



Chapitre 1 Matériels et Méthodes

fait par comparaison de 1’absorbance de la solution étudiée par rapport a celle obtenue par un
étalon qui est I’acide gallique (Waterhouse, 1999).

% Mode opératoire

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniére suivante, 0.2 ml des
solutions d’acide gallique de concentration de 0.02 jusqu’a 0.16 mg/mL, ensuite 1 ml d’une
solution de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans I’cau distillée est ajouté
immédiatement. Aprés 5min, on ajoute 0.8ml d’une solution de Na,CO3 (7.5%). Le mélange
obtenu est incubé a la température ambiante pendant environ 30 minutes a 1’abri de la
lumiére. L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 765 nm contre un blanc. Les
lectures de la densité optique a 765nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Yogita et al , 2013).

B. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

% Principe

Le réactif utilisé est : le chlorure d’aluminium (AICl3z, 2%). Le principe de la méthode
est basé sur I’oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides par ce réactif, elle entraine la
formation d’un complexe jaune absorbe a 430 nm. (Abdurrahman et al ,2013 ; Yakhlef
,2010).

¢+ Mode opératoire

Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie, 1 ml de chaque solution a été
introduit a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’addition de 1 ml de

trichlrure d’aluminium (AICls, 2%) préparé dans 1’éthanol (Abdurrahman et al ,2013).
1.2.2.3. Etude de ’activité antioxydant
A. Par méthode spectrométrique

v Test du piégeage du radical libre DPPH
¢ Principe du test

D'un point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé
pour des composes contenant des groupes -SH, -NH et —OH. Le 2,2-diphenyl-1 -

picrylhydrazyle posséde un électron non apparié¢ sur un atome d’azote. Ce radical ne forment
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pas des dimeres, il reste donc sous sa forme monomere qui est relativement stable (Popovici
et al., 2009).

La réduction du DPPHe* par un agent antioxydant en DPPH-H induit une perte de sa
couleur violette foncée qui va se transforme en jaune pale (Molyneux, 2004) (figure 20). Cette
réaction qui s’effectue a température ambiante pour éliminer tout risque de dégradation
thermique des molécules thermolabiles (Popovici et al., 2009) peut é&tre suivie
spectrophotométriqguement en mesurant la diminution de son absorbance entre 515-518 nm.
(Molyneux, 2004).

donneur d’hydrogene (AH). qui aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-

- ——————— -

Y
C

(o]
)

-

- ————————

DPPH’ DPPH-H

Figure 20: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHeentre I'espéce radicalaire

DPPHe et un antioxydant (AH) (Molyneux, 2004).

% Protocole de I'activité anti-radicalaire par le test DPPH (mesuré au
spectrophotomeétre) :

La méthode décrite par Brand-williams (1995) ; différentes concentrations comprises
entre 0.02-0.1 mg/ml d'échantillon étudié et de témoin (acide ascorbique avec différentes
concentrations entre 0.002-0.01 mg/ml). Une solution de DPPH a été préparée par
solubilisation de 2 mg de DPPH dans 50 ml de méthanol. 0.5ml de solution échantillons et
témoin sont ajoutées a 1 ml de la solution de DPPH, aprés incubation de 30 min en obscurité
a la température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm contre le blanc

correspondant.

Les résultats exprimés en 1Cso qui sont calculés a partir des courbes de la variation du
pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler
que plus la valeur de 1C50 est petite, plus 1’activité antioxydante des extraits est grande
(Popovici et al., 2009) .
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Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule

suivante:

% d’activité antioxydant = [Abs controle-Abs échantillon / Abs contr6le] x 100.

B. Par méthode électrochimique
¢+ Principe de la voltampérométrie cyclique

La Voltammétrie cyclique est la technique la plus utilisée pour acquérir des

informations qualitatives sur les réactions électrochimiques (Wang, 2006) .

Le principe général de la voltampérométrie est donc 1’obtention d’une réponse (le
courant) du systéeme soumis a une perturbation (le potentiel) responsable de la réaction
électrochimique désirée. Cette opération est réalisée en effectuant une exploration par
imposition et variation progressive du potentiel d’électrode (balayage de potentiel) (Gajewski

M. et al, 2009)

Les courbes obtenues (qui sont caractéristiques de la solution électrolytique) peuvent
étre utilisées pour déterminer la nature et la concentration des espéces oxydables ou
réductibles présentés (Wang, 2006).

urant (LAfem?

U COL

Densté o

Potentiel [ V]

Figure 21: Voltammogramme cyclique typique pour un simple processus réversible d'oxydo-
réduction (Djouadi, 2012).

D’ou Epa et Epc sont les potentiels d’oxydations et de réductions.
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Les mesures électrochimiques sont réalisées dans une cellule en verre contenant trois
¢lectrodes : I’électrode de travail, contre-électrode en platine et I’électrode de référence

saturée avec KCI.

v Etude de I'activité antioxydante totale

+ Etude électrochimique du comportement de I’acide gallique

L’étude électrochimique du comportement du standard utilis€é qui est D’acide
gallique est effectuée dans I’intervalle de concentration allant de 0.ImM a 1.1 mM, Le

potentiel E : -0.4 jusqu’a 1.6 mV et la vitesse de balayage est constante : 100 mV/s.
% Obtention des voltammogrammes cycliques d’échantillons

De la méme fagon et sous les méme conditions précédentes appliquées sur 1’acide
gallique, on traite I'extrait aqueux d'Ephedra alata alenda , on obtient la voltampérogramme
cyclique en ajoutant une quantité bien déterminée de 1’extrait dans la cellule électrochimique
(Boubekri ,2014).

< La teneur de I’équivalent de I’acide gallique :

Selon Boubekri (2014), aprés ’obtention des voltammogrammes on peut lire le
courant de pic anodique correspondant. Ce dernier est alors porté dans 1’équation linéaire pour
calculer la concentration équivalente de I’acide gallique. La teneur en acide gallique a été
exprimée en grammes par litres. Alors, la teneur de 1’équivalent de I’acide gallique est

calculée comme suit:

Pour calculer la concentration de tout 1’extrait, on divise donc la masse de 1’extrait
obtenue aprés extraction par le volume du solvant dans lequel on a dissout cet extrait

(C1(g/mL)) comme le montre la relation suivante :

= La concentration massique d’échantillon en g/ml :

C. = Mextrait (g)
9 V(mL)
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= La concentration massique d’échantillon dans la cellule en g/mL :

B Cg X Vutilisée

g =
VTotale

V ajoutée - 1€ volume ajoutée de chaque extrait en mL
V Totale - 1€ VOlume totale dans la cellule en mL

* L’équation obtenue d’aprés la courbe linéaire de I’acide gallique est :

V= b+ax
Ou:
Y : représente la valeur de la densité anodique du courant.
X: représente la valeur de la concentration du standard en g.L™.

En remplacant a chaque fois la valeur de la densit¢ du courant dans I’équation

précédente, on trouve la valeur de la concentration équivalente de I’acide gallique en g/L.

= L’activité antioxydante totale des extraits est calculée en utilisant I’équation

suivante :

) o® |
g

AAT (
o (L
9 ‘\mL

v Evaluation de I'activité antioxydante par le piegage de anion superoxyde O
¢ Principe

Selon Henni (2017) et Soulef (2017); Les mesures voltampérométriques sont
effectuées dans une cellule électrochimique de volume V=25 ml et un systétme a trois
électrodes. L’anion radical superoxyde est généré par 1’oxygéne moléculaire commercial
dissout dans le DMF qui contient 0.12M de BusNBF, a la température de la salle (28+£1°C).
La vitesse de balayage est maintenue a 100mV/s. La gamme de potentiel appliquée été de -
1.6V a 0.0V par rapport a ECS.
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L'extrait aqueux étudiés est ajouté au radical superoxyde dissout dans le DMF et les
voltammogrames ont été enregistrés. La capacité de produit testé pour piéger les radicaux
superoxydes (O, ") est calculée en utilisant I'équation suivante:

Ipo - Ips

Capacité inhibitrice du superoxyde (%) = Iy e

Ou: Iy et lys sont I’intensité du courant de pic anodique de 1’oxygene respectivement sans et

avec Compose a tester.

¢ Voltammogrames cycliques de I’oxygéne :

25ml de DMF sont mis dans la cellule électrochimique avec 0.16mg de NayBuF,, les
trois électrodes ; de travail, auxiliaire et de référence nettoyés sont mis en place et la cellule a
été bien fermée. Ensuite le mélange est barboté par 1I’oxygéne commercial pendant 15 minutes
pour but de générer le radical superoxyde dans la cellule. On fixe les conditions
¢lectrochimiques opératoires, et on met 1’appareil en marche. Les voltammogrames de

I’oxygeéne sont ensuite enregistrés(Soulef, 2017).

1{A)
1 JE.05

A E08

Figure 22: Voltammograme cyclique d’oxygeéne (Soulef, 2017).
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1.2.2.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne de 1'extrait

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion
des disques cité par (Medjour & Ben aoun, 2017; Kebili, 2016; Nedjmi & Sousou, 2014 ;
Meddor et al., 2013; Mostfaoui & Laamri, 2017; Yakhlef, 2010).

v" Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les
suivants :
- La gélose nutritive pour 1’isolement et I’entretien des souches bactériennes ;
- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits
de plantes ;
v’ Conservation des souches
Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu
de culture incliné (gélose nutritive)
v Préparation des précultures
Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant
de la gelose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture jeune des
bactéries et des colonies isolées.
v Préparation des disques
Nous avons préparé les disques par papier wattman de 6mm de diametre, ensuite elles
sont mises dans un tube a essai, il fout stérilisés les disques 30 minutes a 120°C dans une tube
essai bien fermer. Et garder le jusqu'a I’utilisation.
v Préparation des suspensions bactériennes
A Tl'aide d’une pipette pasteur nous avons prélevée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel
(Na CI). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et laisser sur la paillasse pendant
30 minute .
v Test de I’activité antibactérienne
La gélose Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites Pétrie stériles a 4 mm
d'épaisseur et laissée se gélifier. On a trempé une pipette pasteur dans la suspension
préalablement Préparé et on a étalé la surface entiére avec la gélose Mueller Hinton (GMH) a
trois reprises.
A - Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme
Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le

comparer avec I’effet de notre extrait brut. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
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surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier.
On a utilise I'antibiotique d'ampicilline (AMP).

B - Test de sensibilité aux extraits bruts des plantes : antibioaromatogramme

A T’aide d’une pince stérile, 4 disques de 6 mm de diameétre préalablement préparg,
imprégnés des quatre concentrations de I’extrait aqueux (0.5, 1, 1.5, 2 mg/ml) . sont déposés
dans la boite pétrie. Celles-ci sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 20 mn puis
incubées a 37 °C pendant 24 h.

=> Le témoin négatif était un disque imprégné avec l'eau distillée stériliser. Apres
I’incubation I’effet des extraits se traduit par ’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a 1’absence de la croissance. Plus le diamétre de cette

zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).
1.2.3. Etude in vivo
1.2.3.1. Préparation de la solution du pesticide

La métribuzine a été solubilisé dans I'eau potable des lots 2,3,4 et 5 ,a raison de

30mg/Kg de poids corporel, par voie orale durant 50 jours (Boudebia & Boutera , 2017).
1.2.3.2. Préparation des solutions des extraits végétaux

L'extrait aqueux de I’espéce végétale Ephédra alata a été solubilisé dans I'eau
physiologique stérile (NaCl 0,9%) est injecté par voie intra-péritonéal aux rattes des lots 4et 5

(La concentration de 1’extrait est calculée en fonction du poids vif de I'animal; 100 mg/kg

(Dosel "D1") et 200mg/kg (Dose2 "D2") successivement) .
1.2.3.3. Préparation le médicament de cisplatine

Le cisplatine appartient au groupe de médicaments qui combattent le cancer et que I'on
appelle antinéoplasiques; Il est injecté chez les rates de volume 0.1 ml par voie intra-

péritonéal au lot 3 .
1.2.3.4. Conception expérimentale

L'ensemble des rates ont été divisé en cing groupes et garder dans des mémes
conditions. Aprés une période d’adaptation de 20 jours, les rates ont été traités pendant 50

jours. Le poids a été enregistré pendant la durée de 1’expérimentation :
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Adaptation
20 jours
25 Rates wistar femelles
Traitement

| 7 50 jours

D D D D

05Rates 05Rates O5rates O5rates
Témoin Témoin métribuzine métribuzine
métribuzine + cisplatine +
Plante dosel

O5rates
métribuzine
+

Plante dose2

~"

N4 N4
Prélevement Prélevement
de sang des Organes
‘ ¢
/ Foie Poumon Reins Cceur

Glycemie
Uree

Crea

Parametre de stress Etude

PAL

oxydative : histologique

TGO/TGP

Y/ [DY2N

LDH
GSH

Catalase

Figure 23: Protocol expérimentale de I'étude.
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1.2.3.5. Sacrifice et préelevement de sang et des organes

Apreés 16 h de jelne, les rates sont sacrifiés (par décapitation) aprés la mesure de poids
de chaque rat. Au moment du sacrifice, le sang est collecté dans des tubes secs pour chaque
rat. Le sang est ensuite centrifugé a 3000 tours/minute pendant 15 minutes pour la

récupération du sérum. Le sérum est utilisé pour le dosage des parametres biochimiques.

Apres la dissection, le foie, les reins, le coeur et la rate sont attentivement prélevés,
rincés avec l'eau physiologique et ensuite pesés. Une partie des organes est utilisé pour la
préparation de 1’homogénat et 1’autre est conservé pour faire des coupes histologique au
niveau du laboratoire de Centre du Pathologie Benbordi (CPB). Les homogénats des organes
sont utilisés pour le dosage des parametres du stress oxydatif (MDA ,GSH et catalase).

1.2.3.5.1. Méthodes de I’analyse sanguine
Les paramétres biochimiques mesurés sont les suivants:

Glycémie, Créatinine, urée sanguin, TGO, TGP, Phosphatase alcalines et le LDH . Chaque
paramétre a une méthode de dosage spécifique et leur valeur lié au spectrophotometre.

A. Méthode de dosage de la glycémie

®,

% Principe

Il s’agit d’un dosage colorimétrique a la suite de deux réactions enzymatiques
couplées. Une réaction enzymatique étroitement spécifique (glucose-oxydase) oxyde le
glucose présent dans I’échantillon en acide gluconique et peroxyde d'hydrogene. Ce dernier
sert de substrat a la peroxydase dans une réaction couplée conduisant a 1’oxydation de 1’0-
dianisidine en un produit coloré. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la

concentration en glucose. (Shen, 2009)

On met 1000 ul de réactif dans le tube a essai et on ajoute 10 ul de sérum. On attende
10 min pour la réaction. A I’aide d’un spectrophotomeétre UV de type SHIMADZU UV 1800,
on mesure l'absorbance A de la substance colorée en solution pour la longueur d’onde

) (= 470 nm) (Alis, 2003).
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B. Méthode de dosage d’Urée sanguin
% Principe

La détermination enzymatique de l'urée par méthode cinétique se fait selon les

reactions suivantes:
uréase
Urée + H2O——> 2NH3 + CO2
GLDH

2NH4++ 2alphocétoglutarate +2NADH——— > 2 Glutamate + 2NAD + 2H20

GLDH= 2-L-Glutamate déshydrogénase (Pauly, 2012).
On met 500 pl de ler réactif de I'urée sanguin dans un tube a essai et on ajoute 5 pl de
sérum, aprés 5 min on ajoute 500 pl de 2eme réactif. La valeur de lI'absorbance A lié apres

10min par le spectrophotométre UV et avec un longueur d’onde A (= 340 nm) (Babadi, 2013).
C. Méthode de dosage de créatinine

% Principe
La créatinine réagit avec le picrate alcalin en donnant une coloration jaune orangé:
mesurable a 520 nm, proportionnelle a la concentration de créatinine dans I'échantillon
(Pauly., 2012).

Dans un tube & essai on met 500 pl de 1% réactif de créatinine et on ajoute 500 pl de
2°™ réactif puis on ajoute 100l de sérum. On lis la valeur de I'absorbance A directement par

le spectrophotométre UV (Babadi, 2013 ).
D. Méthode de dosage de I’activité de la phosphatase alcaline (PAL)
% Principe

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du groupe phosphate depuis le
p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1-propanolen libérant du
pnitrophénol et du phosphate.
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PAL
p-Nitrophénylphosphate +AMP ——— p-Nitrophénol + Phosphate

La vitesse de formation du p-Nitrophénol, déterminé de maniére photométrique est
proportionnelle a la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans I’échantillon testé.
La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=405 nm (Boudebia &
Boutera, 2017) .

E. Méthode de dosage de I'activité de I'aspartate aminotransférase (AST)
% Principe

Le dosage de l'activité de I'Aspartate aminotransférase (AST ou TGO) est selon une
méthode développée par Karmen et optimisée par Henry (Conforme aux recommandations de

I’'IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant:
AST
L-Aspartate + 2-Oxoglutarate —— Oxaloacétate + L-Glutamate
MDH
Oxaloacétate + NADH + H+ ——» L-Malate + NAD+

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et
proportionnelle a I’activit¢ AST dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L’absence de P5P

contribue & une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Henry et al., 1960).
F. Méthode de dosage de I'activité de I'alanine aminotransférase (ALT)
% Principe

Le dosage de l'activité de l'alanine aminotransférase (ALT ou TGP), est selon une
méthode développée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Bergmeyer

(conforme aux recommandations de I’'I[FCC). Le schéma réactionnel est le suivant :

ALT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate —— Pyruvate + L-Glutamate
LDH

Pyruvate + NADH + H+ ——— L-Lactate + NAD+

46



Chapitre 1 Matériels et Méthodes

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et
proportionnelle a I’activité ALT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L absence de PsP
contribue & une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitue (Bergmeyer et
al.,1978).

G. Méthode de dosage de LDH

La LDH est généralement dosée par méthode spectrophotométrique de type cinétique.
On tire profit du fait que le NADH, la forme réduite, absorbe fortement autour de 340 nm
alors que sa forme oxydee, le NAD+, n'absorbe pratiquement pas. Le principe est donc de
suivre la diminution de I'A340, si on incube du NADH et du pyruvate, ou son augmentation,
si on incube du NAD+ et du lactate. On peut facilement faire une mesure en termes de
concentration absolue car les proportions de chaque produits ou substrats sont parfaitement
stoechiométriques et que le I'absorption molaire du NAD+ ou du NADH sont connus. On

applique simplement la loi de Beer-Lambert

A=ClEouDA=DCel*E

C =la concentration , DC = la variation de concentration ,A = l'absorption , DA =la variation
d'absorption , | = la longueur du segment lumineux, E =le coefficient d'absorption (donnée
sous forme molaire ou autre, celle du NADH a 340 nm est de 6.22 cm2/mmol).

En réarrangeant cette équation on peut facilement trouver quel est la quantité de
NADH apparu (ou disparu) en fonction de la variation de I'absorption (Mossadak ,2015).

1.2.3.5.2. Dosage des parameétres de stress oxydatif
¢ Préparation de I’homogénats des organes

Pour préparer ’homogénats, un gramme de tissu (foie, reins, cceur et la rate) est broyé
dans la solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4) jusqu'a l'obtention d'une
solution homogene pour chaque rat . L’homogénat est centrifugé a 3000 t/min pendant 15
minutes. Le surnageant obtenu est récupéré puis conservés a -20°C. Cette surnageant est

utilisé pour le dosage des parameétres de stress oxydatif.
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A. Méthode de Dosage des protéines tissulaire

% Principe
Les protéines tissulaires ont été déterminés suivant une méthode colorimétrique par un
spectrophotometre en utilisant le bleu de Comassie qui est réagi avec les groupements amines
(-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L'apparition de la couleur
bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et I'intensité correspond a la concentration

des protéines).L'absorption est mesurée a 595nm (Bradford, 1976).
A. Méthode de dosage des Malondialdéhyde (MDA) tissulaires

% Principe
Les composés carbonylés a l'instar du malondialdéhyde réagissent avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(Yagi, 1976).

Réactif :

Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbiturique (TBA) 0,375% P/V;
Butylhydroxytoluéne (BHT) 0,01% P/V ; Chlorure d’hydrogene (HCI) 1 N. 375 mg de TBA,
20g de TCA, 0,01g de BHT, 25 ml de HCI 1 N et 50 ml d'eau distillée ont été introduit dans
un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu'a dissolution
compléte du TBA, puis transferée dans une fiole de 100 ml et le volume complété a l'eau

distillée jusqu'au trait de jauge.
% Mode opératoire

Pipeter dans les tubes a essai en verre et a vis, 100 ul d'échantillon, 400 pl de réactif
TBA et fermer hermétiquement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a I aide d'un

spectrophotometre.
Expression des résultats

La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction

moléculaire du MDA (& =1,53 105 M™cm™). Les résultats ont été exprimés en umol/l.
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MDA (umol/mg de prot) = (Do échontillon/1.53 x 10°5)/mg de prot

B. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires

% Principe
Le glutathion a été déterminé suivant une méthode colorimétrique de (Weckbercker &
Cory, 1988) par un spectrophotometre, la mesure de la densité optique résulte de la formation
de l'acide 2- nitro-5 mercocapturique a partir de la réduction de 1’acide dithio-bis2-
nitrobenzoique ce qu’on appelle réactif de d'Ellman avec les groupements SH existent dans le

GSH.
% Mode opératoire

e Peser 250mg de tissus hépatique.

e Broyer le tissu avec 10 ml de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) jusqu'a

I'obtention d'une solution homogene.
¢ Prendre 0.8 ml de solution homogeéne et 0.2ml de I'acide salicylique (0.25%) solution 2.

e M¢élanger avec D’agitateur et laisser 15 minute dans le réfrigérateur puis centrifuger a
1000 t/min pendant 5 minutes et le surnagent utiliser pour le dosage de glutathion comme

suite.

Mélangé

¢ 0.5 ml de surnagent.
¢ 1ml de solution tampon tris avec NaCl solution 1.
¢ 0.025 ml de DTNB (0.01mol) méthanol solution 3.

Laisser le mélange 5min de température de chambre puis lire I'absorbance avec
spectrophotometre d'absorption moléculaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé)

Calcule

Dox1x1.525 d
X
13133 X 0.8 X 0.5 XxXmg de prot

(GSH)(nM/mg de prot ) =
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13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1.525ml: volume total de mélange.

0.5ml: volume de solution surnagent.

1: volume de mélange de protéine.

0.8ml: volume de solution homogéne sans protéine existe dans 1ml.
(GSH): concentration de glutathion.

d : facteur de dilution.

C. Méthode de dosage de ’activité enzymatique du catalase

% Principe
Un mélange est constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH,PO,4, 0.1 M, pH 7.2),
0.975 ml de H,0; fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme

(homogénat). L’absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes

(Clairborne,1985).

Calcule
L’activité enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par

gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon la formule :

Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiére minute.

A2 : Absorbance a la deuxieme minute.

T : Intervalle de temps en minute.

1.2.3.5.3. Préparation des échantillons pour I’étude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau du centre d’analyse pathologique

Ben Bordi, service l'anapath, El Oued .
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A. Le prélevement d’échantillon

Le prélévement histologique est une biopsie qui est un prélévement d’un trés petit

morceau de chaque organe (foie, poumon, coeur et reins) pour effectuer des examens (Rezzag

Mohcen & Serout ,2015)

IIs doivent étre rapidement prélevés les organes pour éviter son autolyse qui s’effectue
apres quelques instants de la mort de ’animal. Apres le ringage des échantillons avec 1'eau
distillé ensuite avec du NaCl 0,9%, ils sont immédiatement fixés dans une solution de formol

30%.La technique utilisée comporte les étapes suivantes (Boudebia & Boutera , 2017) .
B. Préparation des cassettes porteurs les biopsies

On met les biopsies (fragments des tissus) dans le formole quelque jours, puis on
prend les fragments des tissus et on les met dans les cassettes et ensuite on ajoute le paraffine
pour fixer les fragments et en fin on met les cassettes dans le congélateur en -23C ° pour la
conservation (Julie, 2007).

C. Obtention des coupes histologiques
¢ A l'aide d'un microtome, on fait les coupes histologiques.

e On place la cassette qui porte la biopsie dans l'appareil (le microtome) et en fait le

coupage par (18 um puis 5, 8 ou 10 um) pour obtenir des tranches fines (rubans).

e On met les tranches fines (rubans) dans un bain marie (a 37 C °) durant quelque secondes

(=1min) pour le paraffine devient friable (détrempé).
¢ A l'aide des lames, on prend ces rubans du bain marie et en les place sur porte lame.

e Dans un étuve, on pose le porte lame a 110 C ° durant 7minutes pour éliminer le
paraffine (Jean et al., 2008).

D. Coloration

Pour la coloration, la technique utilisée est celle a 1’Hématoxyline-Eosine ou
(Hémateine-Eosine) ; qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a
70% + 50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et
solution d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375

ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique).La coloration suive les étapes suivantes :
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Déparaffinage et hydratation des lames a I’eau du robinet puis ringage a I’eau distillée. Puis
sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
les structures basophiles (noyaux).Les lames sont plongées dans 1’alcool acide (1 a 2
plongées); ensuite dans un bain d’eau du robinet avec vérification de la différenciation au
microscope. Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15
secondes a 2 minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces

bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet
E. Le montage

Apres I'enléevement des lames d'xyléne on fait le montage; on humide un peu la lame
par I'xyléne puis on met un peu de quantité de colle spécifique (I'EUKITT) qui permet de
coller bien la lame avec la lamelle et aussi de donner une observation tres clair et transparent,
puis on met la lamelle, et on presse un peu pour enlever le reste d'air (Rezzag mohcen &
Serouti ,2015).

F. Observation

On utilise le microscope optique pour observer les résultats par I'agrandissement x 40;

Et photographiées a 1’aide d’un appareil photo.
1.2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests sont exprimés en moyenne + SD. L'évaluation statistique des
résultats est effectuée par le test T student; qui est basé sur la comparaison entre deux
moyennes. Pour cela, on a utilisé les logiciels de MINITAB (version 13) et EXCEL (version
2010),

La signification est déterminée par la valeur a=0.05 ; Si :
P <0.05 : Différence significative.
P <0.01 : Différence hautement significative.
P < 0.001 : Différence trés hautement significative.
P > 0.05 : Différence non significative.

Les valeurs d’ICsp (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la régression

linéaire a partir de la courbe [% inhibition=f(concentration)].
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CHAPITRE 11 RESULTATS ET DISCUSSION

11.1. Résultats et interprétation
11.1.1. Enquéte ethnobotanique :

e Selon sexe
Dans la zone d’étude, les hommes et les femmes sont concernés par la médecine
traditionnelle (Figure 24 ).Cependant, les femmes ont un peu plus de connaissances sur les

especes medicinales Ephedra alata alanda par rapport aux hommes (56,41% contre 43,58%)

Sexe

43,58%

Femme

56,41% Homme

Figure 24 : Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique

selon sexe.
e Selon I’Age

L’utilisation des plantes médicinales (Figure 25) dans la région d'El-oued est
répandue chez toutes les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes agées de
40 a 50 ans ( 39,74 %).Cependant, pour la tranche d’age de 30a 40 ans, on note un taux de
(20,51%),et pour la tranche d’age de 50a60ans ( 16,66%), puis 12,82% pour la tranche d’age
plus de 60 ans de 20a30ans et pour les personnes de 20a30ans ,I’utilisation des plantes
médicinales ( 7,69%) ne représente pas un grand intérét thérapeutique, la méme chose chez

les personnes inférieure de 20 ans( 2,56%).
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Figure 25: Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

I’age (Année) .

e Selon la reconnaissance

Dans la zone d’étude, toutes les personnes 100% connaisseent Ephedra alata alanda .

La reconnaissance

B 100%

Figure 26: Représentation statistique descriptive des résultats I’enquéte ethnobotanique selon

la reconnaissance.
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e Selon la source d'information
La source d’approvisionnement de plante utilisée dans la région d’étude est un taux de
57.69% par expérience, par la média avec un taux 17.94%, médecine alternative 11.53%
Herboristes 10.25% , I'épicier 2.56% .

La source d'information

57.60%
60% -

0% -

40% -

30% -
17.94%

20% ] 10.25% 11,53%
D% T T t t t T

L'épicier Meédia Herboristes Médecine Expérience
alternative

Figure 27: Représentation statistique descriptive des résultats d’enquéte ethnobotanique
selon la source d'information.

e Selon le niveau d’étude

Selon la figure 28 , la grande majorité des usagers des plantes médicinales ont un
niveau moyen avec un pourcentage de 32,05 % cela est relativement élevé et en corrélation
directe avec le niveau d’études de la population locale utilisatrice des plantes. Néanmaoins, les
personnes analphabétiques ont un pourcentage d’utilisation non négligeable des plantes
medicinales qui est de 28,20%, alors que celles ayant un niveau d’études primaire ont un
pourcentagel7,94% ,sachant que ceux ayant le niveau secondaire et universitaires, utilisent

tres peu les plantes médicinales secondaire 12,82%, universitaire 8,97%.
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Niveau d’étude

. L05%
35% 28.20% 32,05%
30% -
25% -

17.94%
200

15% - 12.82%
10% -
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5% -

Figure 28: Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon
le niveau d’étude

e Selon le mode d’utilisation

Dans notre enquéte nous avons trouvé que les personne qui utilisée la plante en état
seche (63,15%) et les personne qui utilisée fraiche (36,84).

Mode d'utilisation

Séchage
m fraiche

Figure 29 : Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

le mode d’utilisation.
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e Selon le mode de préparation

D’apres ’enquéte le mode de préparation de la plante varie en fonction de I’efficacité
du mode vis a vis la plante. Le mode de décoction est le mode le plus dominant (44,44%).Ce
pourcentage montre que la population locale fait confiance a ce type de préparation et le
trouve adéquat pour réchauffer et désinfecter le corps. La préparation en poudre est indiquée
avec un taux de 15,27%. la macération 15,25% et tizane 11,11% ,par inhalation 8,33%,

pigment5,55% .

Mode de préparation

M Décoction
Maceration

W Tizan
Poudre

M nhalateur
Pigment

oy

Figure 30 : Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

le mode de préparation .
e Selon la partie utilisée

Les principes actifs peuvent étre situés dans différentes parties des plantes médicinales
(partie airienne, plantes entiére , feuilles, fleurs, racines, écorce, fruits, graines,
rhizome...).Dans la zone d’étude, la partie airienne la plus utilisée des plantes médicinales
avec un taux de 35,29 %, suivies par la plante entiére 21,56%, puis viennent les feuilles
9,80% ,les fleurs avec un taux d’utilisation de 7,84% , les racines 3,92% Autres

combinaisons 1,96% (Figure31).
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Figure 31: Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique selon

35% -
30% -
25% -
20% -
1% -

La partie utilisée

35.20%

7.84% 9.80%

la partie utilisée.

e Selon les maladies traitées

Les résultats obtenus montrent que Ephedra alata est utilisé en médecine
traditionnelle interviennent dans le traitement des cancer avec un pourcentage 24.24 % ,

inflammation l'estomac 13,13% l'asthme 12,12% ,pression artérielle 11,11% et le diabét

10,10% puis les autres affections(Figure 32 ).

o,
5,050 03%

les maladies traitées

4,04%
| 3.03% ; 0104

B Ohésité
m [ ‘asthme
® Senibilité
W Cancer
B Diabete
® Pression artérielle
u [ctere
B Inflammafion 1'estomac
Blessures
B toux
m Maladie rénale
Prostat
Inferilite

Figure 32 : Représentation statistique descriptive des résultats 1’enquéte ethnobotanique
selon les maladies traitées

58



CHAPITRE Il RESULTATS ET DISCUSSION

11.1.2. Rendement d'extraits aqueux :

L'extrait obtenu apres macération dans I'eau distillée d'aspect Collant et pateux, de

couleur marron foncé a été pesé pour déterminer son rendement.

Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiére seche de plante étudiée

par macération est 8.21%
11.1.3. Etude in vitro
11.1.3.1. Tests phytochimiques

Les résultats des tests de criblage phytochimique préliminaires sont présentés dans le

tableau ci-dessous.

Le screening phytochimique a mis en évidence divers métabolites secondaires dans la
partie aérienne de la plante : Polyphénols, Flavonoides , tanins, alcaloides ,saponosides,

sucres réducteurs et terpénes .
11.1.3.2. Analyse quantitative des composés phénoliques
A. Teneurs en polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été effectuée selon la méthode
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu . La courbe montre une linéarité de I’absorbance en
fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes d'extrait ont été
rapportées en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/ g MS).

est déterminé par 1’équation de type : y = 9.619x + 0.022 avec R?=0,998 .
B. Teneurs en flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon est la quercétine . La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme
d'équivalent de quercétine par milligramme de matiére végétale séche (ug EQ/mg de MS). Le
taux des flavonoides d'extraits a été obtenu a partir du courbe d’étalonnage qui suit une
équation de type: y=0.066x+0.000 avec R? = 0,998 .

L’estimation quantitative d’extrait aqueux, préparé a partir des parties aériennes
d'Ephedra Alata au moyen des dosages spectrophotométriques sont rapportée dans le tableau
04 .
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D’apres les résultats, on peut constater que l'extrait de la plante étudié, est riche en

polyphénols et Flavonoides .
11.1.3.3. Etude de I’activité antioxydant
A. Par méthode spectrométrique
v Test du piégeage du radical libre DPPH

L'activité antioxydant de notre extrait a été évaluée par test DPPH ; Dans ce test on
utilise 1’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%)
sont représentés dans la courbe d’étalonnage (figure 33), ayant I’équation: Y= - 3588x — 3.075

avec un coefficient de corrélation R2=0.982

30

% 35 - Y= 3588x-3075
z2 _
E R=01932 ,___.’
;-E 20 - 7
= 15 1 ’
g
_E 10 - "_,-"‘
: -
e 5
+*
a

0 0001 000z 0003 0004 000> 0006 0007 0.008

Concentration d'Acide Ascorbique [mg/ml)

Figure 33 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de 1’acide ascorbique

y= 87451+ 6824

80 1 R*=0.934 *

B0 +
70
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30 A
20 +
10

Pourcentage d'inhibition (34)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 01 0.12

Concentration d'extrait aqueux (mg/mil)

Figure 34 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’extrait aqueux
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Figure 35: Valeur IC50 d'extrait aqueux d'Ephedra Alata et composé standard (acide

ascorbique)
Extrait : Extrait Aqueux ; AA : Acide Ascorbique .

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en IC50 (figure 35), ce parametre
a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activit¢ de DPPH (couleur).
Ces IC50 sont déterminés graphiquement des deux tests séparés, dont I’abscisse représente la
concentration de I’extrait brut et I’ordonné I’activité antioxydante en pourcentage. La valeur
de chaque IC50 exprime la concentration de 1’extrait exigée pour réduire 50% de DPPH en

solution.

Les résultats montrent un pouvoir antioxydant plus important de l'extrait aqueux
d'Ephedra alata (ICso = 0.049 +0.0025 mg/ml) en comparaison avec le contrble positif
"Acide Ascorbique™ (ICso = 0.014 mg/ml).

B. Par méthode électrochimique
v Etude de I'activité antioxydante total

Puisque I’acide gallique est connu pour ses propriétés antioxydantes trés intéressantes,
il est donc utilis¢ comme standard dans notre étude, nous notons que I’étude est effectuée
dans le domaine d’¢lectroactivité d’acide gallique pour évaluer I’activité antioxydante de

notre échantillon .
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% Reéponse de courant et la courbe d'étalonnage d'acide gallique :

D’apres la courbe d’étalonnage, la valeur du coefficient de corrélation R2 = 0,997 qui

est une valeur trés exacte, ce qui traduit I’exactitude de cette technique a travers les résultats

obtenues.

30
=
) y=132,1x+ 1,189 50|
= R? = 0,997
B s 20 49
= ~
e E
:§ ég 30
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@ S 10
a
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0 0,05 0,1 0,15
. A 4 02 00 02 0.4 05 ['E:3 1.0 12 14 16
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Figure 36 : Les courbe d’étalonnage d’acide gallique pour la voltammétrie cyclique .

++ Voltampérogrammes cycliques d'extrait aqueux

Z0m/zEm]

Cument{psiom ,I

Potential {mv}

Figure 37 : Voltampérogramme cyclique d'extrait aqueux d'Ephedra Alata

«+ Parameétres électrochimiques

Les paramétres électrochimiques d'extrait aqueux d'E.Alata étudiés sont rassemblés

dans les tableaux ci-dessous:
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la valeur de I'activité antioxydante totale calculées par la formule (*) = 173.710 mg/g.

“ Evaluation de I'activité antioxydante par le piegage de anion superoxyde O

% Voltammograme et courbe d'etalonnage d'antioxydant standard (Acide gallique)
L'antioxydant standard avec différentes quantités est dissout dans le DMF,

pour obtenir des concentrations différentes a chaque injection dans la cellule avec
lesquelles on peut tracer leur courbe d’étalonnage. Ensuite, les voltammogrames du

standard ont été enregistrés.

v r T T T r r
Y 14 1,2 A0 aa 08 D4 02 )
E(VIECS)

Figure 38 :Voltammogrames de O, en présence de différentes concentrations d’acide
gallique, dans le DMF + 0.02 M Bu4NBF4,vitesse de balayage 100mv

®,

% Voltamogrammes des produits étudiés (testés) :
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Potential (mv)
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Figure 39 :Voltammogrames de O, en présence de différentes concentrations d'extrait

aqueux , dans le DMF + 0.02 M Bu4NBF4,vitesse de balayage 100mv

En se basant sur 1’équation (*'), on peut calculer les pourcentages d’inhibition du

superoxyde anion dans la cellule par les antioxydants standards ainsi que par les produits

étudiés.

On peut tracer la courbe qui représente les pourcentages d’inhibition de superoxyde en

fonction des concentrations d'antioxydants standard dans la cellule.
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o= 2900 - 1,602 ~
R = 0,882

HE ey

0000061 00000
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O, OO0 S I:I.III?IIM

Figure 40: Evalution du pourcentage d’inhibition de superoxyde en fonction du concentration

de I’acide gallique.
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Figure 41: Evolution du pourcentage d’inhibition de superoxyde en fonction du concentration

d'extrait aqueux d'Ephedra Alata .
A partir les équations linéaire , on peut calculer les IC50 en g/l (tableau 10).

Tableau 10: ICs, d'Acide gallique et d'Extrait aqueux avec les équations linéaire.

0.0006

0.0005

0.0004

0.0003

1C50 {gf1)

0.0002

0.0001

Extrait AG

Antioxydant

Figure 42: 1Cso d'Acide gallique et d'Extrait aqueux
11.1.3.4. Etude de I'activité antibactérienne d’extraits brut d'Ephedra alata

L’étude du pouvoir antibactérien d’extraits d’Ephedra alata par la méthode de
diffusion sur gélose. La mesure du diametre des zones d’inhibition y compris le disque (5
mm) permettent de déterminer cette activité antimicrobienne de cette plante in vitro. Le
tableau 5 indique les résultats des tests d’activité antimicrobienne d’extrait issus de la plante

E.ALATA sur les souches bactériennes.
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Tous les extraits n'ont pas réagi avec les souches microbiennes testées.
On remarque aussi I'absence de pouvoir inhibitrice d'extrait contre la croissance bacterienne

comparativement au témoin positif qui a réagi fortement .
11.1.4. Etude in vivo

11.1.4.1. Effet de traitement par I'extrait d'Ephedra alata et le Cispt sur le poids relatif

des organes chez les rattes exposées au métribuzine

Les foies, les reins, les cceurs et les poumons sont attentivement prélevés, les poids

relatif de ces organes sont calculés comme suit :

poids d'organe

- 100
poids totale de ratte
NS
NS
5 ] * NS g 03 | b
£ 75 I - = - NS E o7 | NS . NS
- ¥ 0p - b l
£ 254 g0 b
E 2 4 E 05 1
g .5 ¥ 04
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& 0.5 - 0.1 -
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T TP D100 D200 CISPT T TP D100 D200  CISPT
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Figure 43: Poids relatif des organes (foie, reins ,cceur, et poumon) chez les différents groupes

expérimentaux.
*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.

“p <0.05;°p<0.01; p<0.001; NP >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.
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Les résultats présentés dans la figure 43 : montrent une augmentation significative
(p<0,05) du poids relatif de foie et de cceur et non significative (p>0,05) du poids relatif des
reins de groupe exposé au métribuzine (TP) par rapport au groupe Témoin (T), et aucune
variation concernant le poids relatif de poumon. En revanche; une diminution, significative
(p<0.05) et hautement significative (P< 0.01) de poids relatif des reins chez les groupes traités
par D2go et D1go d'extrait aqueux d'Ephedra alata alenda successivement ; et aucune variation

significative (P>0.05) concernant les autres organes par rapport au groupe TP .

11.1.4.2. Effet de traitement par I'extrait aqueux et le Cispt sur les parametres

biochimiques chez les rattes exposées au métribuzine
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Figure 44: Effet de traitement par I'extrait aqueux d'Ephedra alata et le Cispt sur les
enzymes hépatique (TGO, TGP), le taux de PAL et le taux de LDH chez les rattes exposées

au métribuzine.
*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
“p<0.05;°p<0.01; °p<0.001; " P >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.

L’analyse chez les rattes exposees au métribuzine ,nous montre une augmentation tres
hautement significative (P<0.001) des variations du taux de TGO et HDL , et augmentation
hautement significative du taux de TGP et PAL, par rapport au groupe témoin sain (T). En
revanche, le traitement des rattes par 100mg/kg de I'extrait aqueux de la plante E.alata
provoque une augmentation hautement significative(p<0.01) et tres hautement significative
(p<0.001) respectivement de TGO et de LDH, et une diminution significative(P<0.05) et
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hautement significative (P<0.01)de taux de PAL et TPG successivement. Et pour la dose de
200mg/kg ,une augmentation hautement significative(p<0.01) de TGO et trés hautement
significative (p<0.001) de LDH et de PAL; d'un autre coté, le traitement par le cisplatine
provoque une augmentation, trés hautement significative de TGO, PAL et de LDH, et
hautement significative de TGP.
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Figure 45: Effet de traitement par I'extrait aqueux d'Ephedra alata et le Cispt sur le bilan
rénal (urée, créatinine) et la concentration sérique en glycémie chez les rattes exposées au
métribuzine.

*p <0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
“p<0.05;°p<0.01; p<0.001; " P >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus (figure 45) montrent que 1’exposition des rattes au métribuzine
provoque une augmentation, significative des concentrations de 1’urée, et hautement
significative de la créatinine par rapport aux rattes saines. Cependant, le traitement des rattes
par 100mg/kg de d'extrait aqueux provogue une augmentation hautement significative de
I'urée , contrairement au dose de 200mg/kg qui provoque une diminution non significative
(P>0.05) .alors que les 2 doses sont provoquées une diminution significative de créatinine .
pendant que le traitement par le cisplatine provoque une diminution significative de l'urée et

de créatinine par rapport aux rattes exposées au métribuzine (Témoin pesticide).

Pour la concentration sérique en glycémie on observe une augmentation non

significative du taux de glucose sanguin chez les lots expérimentales par rapport au témoin
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sain et témoin pesticide , sauf que avec le traitement par le cisplatine qui provoque une

diminution non signficative par rapportau T et TP.

11.1.4.3. Effet de traitement par I'extrait d'Ephedra alata et le Cispt sur les parameétres

de stress oxydatif chez les rattes exposées au metribuzine

Apreés 50 jours d'exposition des rattes au meétribuzine sont traitées par I'extrait aqueux
d'Ephedra alata (des doses 100 et 200mg/kg) et le cisplatine pendant 7 jours, dans les
organes prélevés ont été effectués les tests des stress oxydatifs (Malondialdéhyde« MDA »,

glutathion réduit « GSH » et catalase).
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Figure 46: Concentration de Malondialdéhyde (MDA) hépatique, pulmonaire, renal et

cardiaque chez les différents groupes expérimentaux.
*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
“p<0.05;°p<0.01; °p<0.001; " P >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats présentés dans la figure 46 chez les rattes exposée au métribuzine
montrent une augmentation hautement significatif de la concentration hépatique et pulmonaire
de MDA (p<0.01), une augmentation significative de la concentration rénale de MDA
(p<0.05), et une diminution non significative de la concentration cardiaque de MDA (P>0.05)
par rapport aux rattes saines. Concernant la concentration rénale et hépatique de MDA chez
les rattes de lot traitées par 100mg/kg d'extrait aqueux, une diminution no significative
(P>0.05) et hautement significative (P<0.01) observée successivement, et une diminution

significative observée chez les rattes des lots traitées par 200mg/kg d'extrait et cisplatine
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(p<0.05) . Cependant, les résultats de la concentration pulmonaire pour les rattes traitées par
les deux dose d'extrait et cisplatine montre une diminution hautement significative et
concernant la concentration cardiaque de MDA montre une diminution non significative par

rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide)

Foie Poumon

L]
e

Catabase (U]
8 =
-
-
catabiss (UL)
r- -1 =1 &
o k =
a3
| Wy
-

i
»
e
i

Rein Ceeur

o
o

6

5 1 M NS

. 2 T

|

3 ' T :
02
-+ d ‘N

T ™ T D200

CEST T ™ D100 D200 CEPT

Catakase [UYT)
ot e [ULT)

Figure 47: Concentrations tissulaires de catalase chez les différents groupes

expérimentaux.

*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
“p<0.05;°p<0.01; °p<0.001; " P >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les resultats obtenus chez les rattes exposée au métribuzine présentés dans la figure
47 montre que la concentration hépatique et pulmonaire de catalase augmente de facon
hautement significative (p<0.01) ,et de facon trés hautement significative pour la
concentration rénale de catalase . Concernant la concentration cardiaque les résultats montre
une augmentation non significative par rapport aux rattes saines (T). Les résultats montrent
aussi que le traitement par 100mg/kg d'extrait aqueux d'Ephedra alata provoque une
diminution significative (p<0.05) de la concentration pulmonaire et rénale de catalase avec
une diminution non significative de la concentration cadiaque de catalase, la dose de
200mg/kg montre aussi une diminution hautement significative (p<0.01) et non significative
(p>0.05) successivement. cependant, le traitement par cisplatine montre une diminution
hautement significative (p<0.01) de la concentration hépatique, pulmonaire et rénale, et une
diminution non significative de la concentration cardiaque de catalase (p>0.05), par rapport

aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide)
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Figure 48 : Concentrations tissulaires de glutathion réduit (GSH) chez les différents groupes

G5H infmg prot)
GSH Ik mg prat)

expérimentaux.
*p <0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 ; NS P > 0.05 comparaison avec le lot témoin.
“p<0.05;°p<0.01; °p<0.001; " P >0.05 comparaison avec le lot témoin pesticide.

Les résultats obtenus (figure 48) montrent que I’exposition des rattes au métribuzine
provoque une diminution non significatif de la concentration hépatique(p>0.05), et hautement
significative de la concentration rénale, pulmonaire et cardiaqgue de GSH (p<0.01) , par

rapport aux rattes saines.

Concernant les résultats de la concentration rénale de GSH pour les trois lots (de dose
D100,D200 et de cisplatine) , montrent une augmentation hautement significative (p<0.01).
Pour la concentration hépatique de GSH une diminution non significative observée pour les
lots de 100mg/kg d'extrait et de lot de cisplatine, et une augmentation non significative pour
lot de 200mg d'extrait . ainsi les résultats de la concentration cardiaque et pulmonaire de GSH
montrent une augmentation non significative (p>0.05) pour les deux dose d'extrait , et une

augmentation hautement significative pour lot de cisplatine .
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11.1.4.4. Etude histologique

Des coupes histologiques ont été réalisé (au niveau des tissus du foie, poumon et du
rein), pour avoir l'effet des substances actives de I’espece Ephédra alata par rapport au

cisplatine , apres I'exposition de 50jours au métribuzine .
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Figure 49: Observation microscopique d'une coupe histologique du foie chez les rats de
différents lots (x40) (Photos originales, 2018)

A: Foie, T: Temoin sain, TP: Temoin Pesticide, D100: ratte exposé au métribuzine et traité
par la dose 100mg/kg d'extrait aqueux d'E.Alata, D200: ratte exposeé au métribuzine et traité
par la dose 200mg/kg d'extrait aqueux d'E.Alata, C: ratte exposé au métribuzine et traité par
cisplatine. VVc: Veine Centro-lobulaire, N: Noyau, S: Sinusoide hépatique, Zn+ IN: Zone de

nécrose avec inflammation, H: hémorragie.
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Figure 50: Observation microscopigue d'une coupe histologique du poumon chez les rats de
différents lots (x40) (Photos originales, 2018)

B: Poumon , AP: Alvéoles pulmonaires, Cps: Capillaires sanguins pulmonaires , IN :

inflammation, H: hémorragie.
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Figure 51: Observation microscopique d'une coupe histologique du rein chez les rats de
différents lots (x40) (Photos originales, 2018)

IN : inflammation, H: hémorragie.
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11.2. Discussion

Selon Agbogidi (2010) les études ethnobotaniques apparaissent comme une bonne
approche pour comprendre dans une région donnée, les utilisations ainsi que les perceptions

socioculturelles et économiques des ressources végétales par les populations locales.

Dans cette optique, une enquéte ethnobotanique sur la plante medicinale Ephedra

alata alenda a éte entreprise dans la région d'El-oued et qui fut le theme de notre étude.

Le sexe féminin est dominant dans la région d’étude avec un pourcentage de 58% ce
qui refléte la répartition des deux sexes dans notre société (nombre élevé du sexe féminin),
56,41% .Ces résultats confirment les résultats d’autres travaux ethnobotaniques réalisés a
I’échelle nationale, qui ont montré que les femmes sont plus détentrices du savoir

phytothérapique traditionnel.

Les résultats obtenus montrent effectivement que les personnes agées de 40 a 50 ans
de 39,74 % ont plus de connaissances en plantes médicinales par rapport aux autres tranches
d’ages. 100% des enquétés connaissent Ephedra alata alenda . Donc une plante largement
utilisé dans notre société. Ills utilisent la plante seche 63,15% en fonction
de sa disponibilité ce qui refléte leur efficacité.

La décoction reste la forme la plus utilisée 44,44%. Ces données indiquent que
I’activité de principe active plus efficace dans ce mode d’utilisation.

L’ usage thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du
monde surtout les pays en voie de développement , en absence d’ un systéeme médical
moderne (Tabuti et al.,2003)

L’Ephedra est traditionnellement utilisée en Chine pour I’asthme bronchique, le
rhume, la grippe, la fiévre, la congestion nasale, ’cedéme, les maux de téte, diaphorétique,
antiallergique et antitussif, ....etc (Ling et al., 1995; Abourashed et al., 2003; Limberger et
al., 2013; Ma et al., 2007; Soni et al., 2004). Quant a son utilisation contre le cancer (24.24
%), « nouvelle propriété de la plante » ont déclaré quelques herboristes, et qu’elle est du a
plusieurs recherches qui affirment que [’Ephédra alata & une activité anticancéreuse, mais
rien n’est prouvé pour I’Ephedra alata de la région d’El Oued, alors que les recherches de
Hyuga et al (2011), ont indiqué que les extraits de I'éphedra herbicide inhibe la croissance
des cellules cancereuses. En ce qui concerne le type de maladie soignée, 13.13% ont déclaré
qu'elle soigne les inflammations d’estomac, certaines plantes sont utilisés comme traitement
de rhume et de la fiévre, trouble d’estomac(Venderjagt et al., 2002). Dans les traitements des

maladies rénales (Aissaoui et al., 2008), et plusicurs d’entre elles sont utilisées pour leurs
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effets analgésique, antipyretiques et anti inflammatoires (Rasekh et al., 2001 ; Kanko et al.,
2004).

10.10% des enquéteurs ont déclaré qu’ils prescrivent I’Ephédra alata pour le diabéte,
ces résultats sont compatible avec 1’étude de Kono (1985), qui déclare que 1’ I’Ephédra a
réduit de maniere significative le taux de glucose chez des souris Diabétiques
normales et alloxanés Au Maroc, I’Ephedra alata est utilisée pour lutter contre le diabéte
(Ghourri et al.,2013). En Egypte, E. alata est utilisée en médecine traditionnelle comme
dépurative, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984). Selon I'enquéte
ethnobotanique de Ould El Hadj et al. (2003) en Algérie, E. alata s’utilise contre la grippe, la
coqueluche et la faiblesse.

Les résultats obtenus des rendements d’extraction aprés macération est de 8,21%, de
matiére seche de la plante, ceux-ci concorde avec les travaux de Su et al., (2006), qui déclare
qgue le rendement des extractions aqueuses augmente avec la température, en effet, cette
derniere induit la perturbation des cellules facilitant la pénétration de 1’eau et la solubilisation
des molécules , Ce ratio varie pour plusieurs conditions : I'emplacement de la récolte , zone
climatique de la récolte et I'environnement de la plante (Atmani et al., 2009 ; Ksouri et al.,
2008) .

Les résultats de lI'analyse phytochimique effectuée sur les extraits aqueux de la partie
aérienne d’Ephédra alata ont montré la présence de certains composés actifs, alcaloides,
flavonoides, terpéne, tanins , saponines et les sucres réducteurs dans 1’ extrait, alors que les
stéroides sont absents . Ces résultats sont en accord avec la littérature (Amakura et al, 1993 ;
Hussein et al, 1997 ; Nawwar, et al 1984) . Les tanins sont responsables des propriétées
hémostatiques (Asquith & Butler., 1986). Les alcaloides et des saponines ont une histoire
dans les effets pharmacologiques pour leurs effets analgésiques et antispasmodiques (Njoku &
OBI, 2009). Ainsi, les alcaloides jouent un réle détoxifiant et un antihypertenseur (Awoyinka
et al., 2007).

Les composés phénoliques sont bien connus comme des agents antioxydants et dirigé
contre les radicaux libres associés aux dommages oxydatifs. La présence de ces composés,
tels que des flavonoides, et des phénols dans I'extrait de Ephedra alata alenda susceptibles de
donner crédibilité a son utilisation locale pour la gestion d'affection induit par le stress

oxydatif.
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De plus, le teneur en polyphénol eétait estimé a 57.59 mg EAG/g dans le

macerat. Ce résultat est en accord avec la littérature (Taouzinet, 2017)

Les résultats quantitatifs des flavonoides, révélent que sa teneur est plus importante
dans notre extrait (30.60+0.97 ug EQ/mg ES) et supérieur a celui trouvé par (Manallah, 2012)
Alors que ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par( Touaibia et al 2014 ; Ahrizat
& Sobti, 2017).

Cette variabilité est due a plusieurs facteurs : les conditions de séchage
(Couto et al., 2012), d’extraction en terme de méthode, temps, température, granulométrie,

solvant, nombre d’étapes d’extraction, I’expression des résultats, 1’état et la provenance

géographique (Luthria, 2008 ; Kahouli, 2010 ; Rodriguez et al., 2012)

Concernant l'activité antioxydante, diverses études ont déterminé expérimentalement
les capacités des extraits naturelles a piéger les radicaux libres. Cette activité dépend d’un
certains nombre de parametres: la dose, la structure, les substituants et le degré de
polymérisation de la molécule (Mohamdi, 2013). L’évaluation de 1’activité antioxydant s’est
portée sur I’application de test de DPPH par méthode UV-Vis et la voltamétrie cyclique pour
le test de scavanging de radical superoxyde anion.

Le DPPH est un radical libre stable, accepte un électron ou un proton pour donner une
molécule diamagnétique stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de piégeage des
radicaux libres (Bougandoura, 2011) ; celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats
comme il est employé pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydantes
présentes dans les extraits des végétaux (Yi et al., 2008). Concernant notre résultats , la
vitamine C présente un pouvoir anti-radicalaire trés puissant par rapport a nos extraits. De
toute facon, selon Moure et al. (2001), les antioxydants naturels indiquent souvent un
pouvoir antioxydant inférieur a celui des antioxydants synthétiques. Aussi , nos résultats
indiquent que le macérat présente une activité de piégeage du radical libre DPPH avec un ICs
de 0.049 mg/ml.

Dans une étude similaire sur 1’extrait de I’Ephédra procréra (méme genre de notre
espece végétale), les auteurs ont signalé un taux d’ICsp de I’ordre de 0.056 mg/ml (Dehkordi
et al., 2015), un taux tres proche comparé de la notre. L'ICs de test antioxydant DPPH de
I'espéce Ephedra Alata rapportée par les travaux de Gouasmia & Zoubiri (2017) est incluse

entre 0.901 et 1.141 mg/ml; un taux plus élevé . Cette variation Peut expliquer que l'activité
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antioxydante des extraits dépend essentiellement du taux des polyphénols accumulés durant le
cycle végétatif de la plante (Burda & Oleszek, 2001).

L’activité antioxydant est aussi confirmée par méthode électrochimique, d'ailleurs, les
résultats de test O® montrent une efficacité trés importante dans I'inhibition du radical
superoxyde anion par notre extrait. On peut dire qu'il est important que celle de ’acide
ascorbique.

L'augmentation de la concentration en substrat antioxydant (extrait aqueux et
antioxydants standards) conduit & une diminution de courant de pic anodique de O~ (Ipa),
cette diminution de l'intensité du courant anodique d' O%— suggére que l'extrait réagit de
maniére irréversible avec O%-—. Une série de valeurs de Ip est déterminée & partir des

voltammogrammes cycliques enregistrés en augmentant les concentrations d'extrait étudiés.

Concernant I’activité antibactérienne les résultats montrent que ’extrait d’E .alata
alanda n'a aucun effet inhibiteur sur la croissance des souches bactériennes testées
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsilla pneumonie, Enterococcus faecalis,
Salmonella Enteric ,Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) , Ces résultats sont en accord
avec (Ghanem & EI-Magly, 2008). Et d’aprés I’étude de (zarroqge ,2015) I’absence du
pouvoir antibactérien des extraits aqueux d’E .alata des pourrait s’expliquer par I’absence des
principes actifs doués d’une activité antibactérienne. La membrane externe de I'enveloppe
cellulaire des bactéries 8 GRAM négatif semble constituer une barriére efficace a haut niveau
de résistance (Kebili, 2016).

In vivo, La métribuzine est I'nerbicide le plus fréqguemment appliqué dans les cultures
de pommes de terre dans divers pays (Rathore & Nollet, 2012). Elle est capable d’induire un
stress oxydatif intracellulaire (Medjdoub et al., 2011); La métribuzine expose des différents
effets nocifs ,forte exposition ou autre répétée peut provoquer des modifications des enzymes
hépatiques, le goitre, et peut affecter la fonction thyroidienne (Pohanish., 2012) . ainssi que
cisplatine qui est un composé organométallique anticancéreux et qui interagit avec 1’ADN
(Nuhrich, 2015).

L’avantage des modeles in vivo est d’intégrer la totalité des effets potentiels d’un
perturbateur donné et de ses métabolites dans un contexte physiologique. Les modeéles de
souris présentent I’avantage d’étre plus proches de ’homme.

Parmi les parametres étudiés du poids relatif des organes; qui est généeralement un

indicateur potentiel des effets de l'alimentation de l'organisme et le foie est l'organe de
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détoxification le plus important du corps (Pooja et al., 2016). L augmentation remarquable du
foie chez le groupe exposee au métribuzine (TP) peut étre attribuée a I'augmentation de la
circulation en raison des demandes accrues pour la détoxification des composés toxiques
(Zama et al., 2005). En outre, il désigne lI'augmentation de la masse cellulaire ou de la densité
cellulaire (Abston et al., 1976).

Le foie joue un réle important dans le métabolisme pour maintenir le niveau d'énergie
et la stabilité structurelle du corps. C'est également un site de biotransformation par lequel un
composeé toxique a été transformé sous une forme moins nuisible en une toxicité réduite. Toute
diminution du poids du foie est considérée comme un paramétre de risque sensible, conduisant
a une réduction de la toxicité (Hodgson, 2004; Guyton & Hall, 2006 ; Gathwan et al.
,2006),c'est ce qui clarifier la diminution de poids relative de foie pour les lots traités par
100mg/kg et 200mg/kg d'extrait aqueux d'Ephedra alata , aussi par le cisplatine . ce ci est en

accord avec I’é¢tude de Gouasmia & Zoubiri (2017).

Aussi, 1’¢tude de Boudebia & Bouteraa (2017) n’indique aucune variation
significative de poid relatif de poumon de la rate. D’autre part, on peut expliquer
l'augmentation du poids relatif du coeur de lot TP par I’effet de stress oxydative d’oxyder les

protéines et les lipides de ceeur (Dennis et al., 2013).

Les enzymes sériques TGO, TGP, PAL sont des enzymes synthétisées au niveau du
cytoplasme de la cellule et déchargées dans la circulation en cas des cellules endommagées
(Singh et al., 1998, Ozturk et al., 2009). Nos résultats aussi montrent qu'il y a une
augmentation de I’activité des transaminases (TGO, TGP) chez les lots exposé au métribuzine
par rapport au lot témoin; Ces résultats sont en accord avec I’étude de Merzouk et al., 2013.
Une activité antihépatotoxique certaine de 1’extrait brut de la plante étudiée et de cisplatine ,
puisque chez les animaux ayant regus les doses d’extrait, il y a moins de TGP (et TGO
uniquement pour lot de cisplatine) dans le sang par rapport aux animaux non traités.
L’augmentation de I’activité de PAL chez les rattes provoqué par le métribuzine est en accord

avec les conclusions rapportées par El-Fakharany et al. (2011).

En revanche, nos résultats montrent que le traitement des rattes par la dose 100mg/kg
d'extrait végetale et par le Cisplatine a restaurée significativement 1’activité enzymatique de
PAL par rapport aux rattes exposées au pesticide, ce qui signifie que ces molécules inhibent
les dommages hépatiques causés par le métribuzine. Ceci pourrait étre dd a la réduction de
I’accumulation des radicaux libres et la protection contre le stress oxydant (Boudebia &
Bouteraa ,2017).
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Concernant les marqueurs de la fonction rénale, notre étude montre qu’il y a une
augmentation de la concentration sérique d’urée, chez le groupe exposé au métribuzine et de
groupe traités par 100 mg/kg d'extrait aqueux. L urée est la principale forme d'élimination des
déchets azotés du catabolisme protéique chez I'homme, formée dans le foie a partir de
I'ammoniac (produit par la désamination des acides aminés) (Kubab et al., 2015). D’autre
part, ’augmentation de la concentration de l'urée est probablement associée a une
augmentation de la dégradation des protéines (Almeida et al., 2012). La surcharge en fer peut
provoquer un stress oxydative qui peut affecter a la fois les cellules rénales endothéliales et
épithéliales conduisant a une dysfonction rénale (Beggat & Korti ,2016). Ainsi La créatinine
est un métabolite de la créatine, qui dans le muscle squelettique est phosphorylée en créatine-
phosphate, un composé riche en énergie libre (Bossuyt & Boeynaems , 2001). Un taux élevé
de ces produits dans le sang, peut étre traduit par d'un dysfonctionnement rénal du a la
présence d'une néphropathie caractérisée par une réduction de la filtration glomérulaire (El-
Nekeety et al. 2009).

Les résultats de notre étude présentent ainsi une augmentation de la glycémie chez les
groupes traités par la métribuzine. Plusieurs études qui ont montré, quand un organisme est
exposeé a des substances toxiques, réactions émotionnelles dans le systeme limbique actif
I'nypothalamus pour produire la corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'nypophyse pour
libérer I'ACTH (hormone adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour
la production et la sécrétion de cortisol dans le sang (Pourramzanzidesaraei et al., 2013). Le
cortisol a de nombreuses actions dont certaines conduisent a I'élévation de la glycémie

(Jacotot & Campillo, 2003). Ce qui expliquer le plus probable les résultats de glycémie.

Bien que I'étude de I'ethnobotanique prouve que I'Ephedra alata utilisée contre le
diabéte, Nos résultats prouvent le contraire ; La plante a provoqué une augmentation, de
plus en plus remarquable de la glycémie sanguine , ceux ci pourrait expliquer pourquoi cette

plante est déconseillée pour les diabétiques (Fetrow et Avila, 1999).

En effet, la surcharge en fer est associée a la production de radicaux libres.
Par conséquent, ces radicaux libres peuvent endommager I'ADN, les protéines,
les polysaccharides et les lipides in vivo (Kadiiska et al., 1995). A 1’état de santé, il existe un
mécanisme de défense efficace pour empécher et neutraliser les dommages induits par les
radicaux libres. Ce mécanisme est assuré par un ensemble d'enzymes antioxydants endogenes
tels que : MDA, GSH, et catalase. Ces enzymes constituent une equipe mutuellement de

support de la défense contre les espéces réactives oxygénées (Djahra, 2014).
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Les résultats de la métribuzine sur les parameétres de stress oxydatif présentent une
augmentation de la concentration de MDA tissulaire dans tous les organes étudiés, sauf le
cceur qui montre une diminution non significative. Ces résultats sont en accord avec 1’étude de
Chiali et al., 2013 qui montre une augmentation de la concentration de MDA tissulaire chez
des rats exposées a des faibles dose de la métribuzine (Chiali et al., 2013). Par contre, nos
résultats montrent une diminution de la concentration de MDA dans touts les organes étudiés
chez les lots traitées par I'extrait aqueux d'E.Alata et de cisplatine ,ce que justifier le
traitement par la plante végétale et le cisplatine pourrait empécher I'altération induite par la
métribuzine, en jouant un réle important dans la prévention des complications induites par la

peroxydation lipidique.

Nos résultats indiquent aussi une diminution de la concentration de glutathion réduit
(GSH) dans le lots TP . Le glutathion constitue la premiére ligne de défense contre les
radicaux libres (Ogeturka et al., 2005). Il est le principal agent antioxydant non enzymatique
intracellulaire (Jacob, 2007). Une fonction majeure de GSH est la détoxication et I'élimination
d'especes reactives de I'oxygene. Ces composés sont conjugués avec GSH soit spontanément,
soit par voie enzymatique dans des réactions catalysées par la GSH-S-transférase (GSTs). Les
conjugués formés sont genéralement éliminés a partir de la cellule ou dans la bile, comme
dans le cas des hépatocytes. Bien que la plupart des réactions de conjugaison GSH entrainer
détoxication du composé, de temps en temps le produit lui-méme est hautement réactif
(DeLeve & Kaplowitz, 1990). GSH conjugaison consomme de maniére irréversible le GSH
intracellulaire, ce qui peut étre expliqué la diminution de concentration tissulaire de GSH dans
le foie. D'autre part, une restauration des activités des enzymes antioxydants chez les rattes
intoxiquées par le pesticide apres I'administration d'extrait végétale et cisplatine a été observé
ce qui suggere I'effet protecteur de ces molécules contre les dommages oxydatifs induits par le

métribuzine.

D’autre part, les résultats indiquent une augmentation hautement significative de
’activité de catalase de touts les organes chez le groupe exposée au métribuzine dans le foie
et le poumon, et une augmentation tres hautement significative dans les reins aussi, mais, il

n’indique aucune variation significative dans le coeur par rapport au témoin.

Le catalase est un enzyme détoxifient H,O, en le réduisant a l'eau et 1’oxygene
(Birben et al., 2012). La dégradation de H,O, par catalase est réalisée par I'intermédiaire de la
conversion entre 2 conformations de catalase. Catalase se lie egalement NADPH comme un

équivalent reducteur pour empécher l'inactivation oxydative de I'enzyme par H,O, comme il
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est réduit a I'eau (Davies, 2000). L’augmentation de ’activité de ces enzymes peut expliquer
par la capacité de défense équipé par I’organisme (le systéme antioxydant) qui servent a
contrebalancer 1'effet des oxydants. Donc, on peut dire que dans le cas de stress, 1’organisme
induit une augmentation de 1’activité des enzymes antioxydants pour réduire 1’effet des
oxydants (Birben et al., 2012). Donc, la restauration des activités des enzymes antioxydants
chez les rattes traités par l'extrait végétale et cisplatine a retour a l'effet protecteur de ces

molécules contre les dommages oxydatifs induits par le métribuzine.

En général, et d’aprés les résultats des stress oxydatifs tissulaires suggerent que
chaque organe a un effet antioxydant spécifique (Begget & Korti ,2016), ce qui rend la gravité
de I’attaque oxydative différente entre les organes, c’est pourquoi on trouve que la variation

des antioxydants défére d’un organe a autre.

En fin, les analyses histologiques viennent confirmés les résultats précédentes.
Cependant les altérations histologiques observées au niveau des hépatocytes chez les rats
exposée au métribuzine sont caractérisées par 1’apparition des zones de nécroses tumorale
Iégeres avec des infiltrats inflammatoires. En plus de I’inflammation, des hémorragie sont
apparus au niveau de poumon; aussi des inflammations au niveau les reins. Ces résultats sont
confirmés par les résultats des paramétres de stress. Au cours des phénomenes
inflammatoires, il existe une libération de médiateurs dérivés de I'oxygene et de radicaux
libres toxiques par les cellules phagocytaires (Gorochov & Papo, 2000). Cependant, le
traitement par I'extrait aqueux d'Ephedra alata avec les deux doses (100, 200 mg/kg) et par le
cisplatine au groupe exposé aux métribuzine a entrainé une amélioration de tissu hépatique en

diminuent les inflammations, et la progression tumorale.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites

secondaires

Dans notre travail, nous avons étudié des activités biologiques (antioxydante et
antimicrobienne) de I'extrait aqueux d'Ephedra Alata. L’extrait a été préparé par macération

de la partie arienne dans I'eau distillée.

In Vitro, La détermination de rendement en extraits bruts a montré une rentabilité
importante de 8.21%. Les principaux résultats de 1’analyse phytochimique de la plante
Ephedra Alata montrent une composition riche et variée, la présence des polyphénoles, des
alcaloides, des flavonoides, des Sucres réducteurs, tanins et saponine due a leur rdle
important dans la plante, dont ils sont des produits considerés comme métabolites

secondaires. Aussi on remarque I’absence de stéroides dans 1’extrait de plante étudiée.

Les analyses spectrophotométriques effectuées ont montré que I'extrait aqueux
contient des polyphéols totaux 57.59+1.43 pg eq/mg ES et des flavonoides 30.60+0.97 pg
eg/mg ES. L'UV-Vis montre une activité antioxydante puissante par le Test du piégeage du
radical libre DPPH, donne une Valeur ICso de 0.049 mg/ml, qui est un valeur trés importants

par rapport 1’acide ascorbique (0.014 mg/ml).

Les résultats de 1’activité antioxydante, par la technique de la voltampérométrie
cyclique, montrent que 1’éxtrait aqueux a une activité antioxydante totale importante comparé
par l'acide gallique, Ainsi par la méme méthode, le test de piegage de I'anion superoxyde O
montre une inhibition du radical O trés importante par I'extrait aqueux d' Ephedra Alata

L’évaluation qualitative de 1’activité antibactérienne de I’extrait aqueux étudiée n'a

montré aucun effet antibactérien par rapport aux antibiotiques standards utilisés.

In Vivo, Le traitement par I’Ephedra alata a des rattes exposees au métribuzine a
induit une importante restauration de certains parameétres biochimiques, ce qui montre I'effet
protecteur de cette plante. La diminution de 1'état de stress oxydatif induit par 1’exposition a la
métrabuzine est presque similaire par les deux doses. Et enfin notre étude histologique a

confirme les résultats obtenus aussi bien in vitro que in vivo.
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Annexes

ANNEXE 1: Liste des matériels utilise dans notre travaille

2,2’- diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH) ; 5,5’dithiodis-2- nitrobenzoique
(DTNB) ; acétate de sodium ;acide ascorbique ; Acide ascorbique C6HB806
(99%) ; acide dithio-bis2-nitrobenzoique (DTNB);acide galique ;Acide
Gallique C7H506 (99%) ; acide gallique ; acide phosphorique (H3PO4) ; acide
alicylique ; butylhyroxtoluene (BHT) ; acide salicylique ; acide salicylique ;
acide sulfurique (H2SO4) ; Acide thiobarbiturigue (TBA) ;acide
thiobarbiturique (TBA) ; acide trichloroacétique (TCA) ; acide
trichloroacetique (TCA) ; AICL3 ; alloxane ;ammoniac ; Antiboitique
Produits et | (Gentamicine 120ug/disque) ;bleu de comassie ;bleu de Coomassie ;
réactifs | Butylhydroxytoluéne (BHT) ; carbonate de sodium (Na2CO3) ; chlorure
d’hydrogéne (HCL); Cisplatine ;diméthyle sulfoxyle (DMSO) ; Eau distillée ;
eau oxygéné (H202) ;Fecl3 ;acide acétique ;Folin Ciocolteu ; gélatine ; Gélose
nutritive ; glutathion réduit (GSH) ; GSH, 1-chloro- 2,4-dinitrobenzéne
(CDNB) ; magnésium ; méthanol ;Métribuzine ; Milieu de culture type Hinlton
;peroxyde d'hydrogéne (H202) ; Quercétine d'hydraté C15H1007 (97%) ;
rutine ; sérum albumine bovin (SBA) ; sérum bovin albumine (BSA) ; tampon
phosphate (KH2PO4) ; TPTZ (tripyridyltriazine ); tris ; NaCL ; Tris, chlorure
de sodium (NaCl) ;

Autoclave de type Pbinternational; Bain marie; Balance analytique; Balance

Matériels . )
. numérique; Centrifugeuse Etuve de type Lab tech model LIB-060 WM;
e
_ Evaporateur rotatif de type Rotavapor BUCHI Heating bath R-491; pHmetre
laboratoire

210 MeterLAB;UV spectrophotométre de type UV-1240 SHIMADZU.
Agitateur; Ans de platine; Bain ultrasonique; Bec Benzéne; Béchers; Boites de
pétrie; couton; Entonnoir; Entonnoir; Eprouvettes graduées; Erlenmeyers ;
Verreries | Gants; Les cuves; Papier Filtre; Pipette et micropipette (de 1000ul, de 100ul et
de 10ul); Réfrigérateur; Rota vapeur; Seringue (5ml); Spectrophotométrie UV;

Tubes a essais; Tubes d’analyses (tubes héparine) ;
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1.6
1.4 -

y =9.619x + 0.022
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Annexe 20: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.
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Annexe 21: Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides .
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