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Résumé

La présente étude vise a évaluer leffet toxique d’une formulation insecticide
organophosphoré le fenthion sur les parameétres biochimiques et 1’aspect histologique rénal
chez le rat méle Wistar. D’autre part, nous nous sommes intéressées a rechercher I’effet
protecteur possible d’une supplémentation de 1’extrait aqueux de I’Ephedra alata alenda
contre la néphrotoxicité expérimentale du fenthion. Vingt rats males ont été répartis en quatre
groupes et traités oralement pendant 30 jours : groupe témoin ; groupe traité par le fenthion
(Img/kg) ; groupe traité par I’Ephedra (300mg/kg) et groupe traité par le fenthion et
I’Ephedra. A la fin de l'expérimentation, des échantillons du sang ont été collectés pour
I’analyse biochimique (créatinine, acide urique). Par la suite, les rats ont été sacrifiés et le
rein a été soigneusement préleve et fixé dans du formol & 10% pour I’étude histologique et

une partie conservee pour 1’étude des paramétres du stress oxydant.

Nos résultats indiquent que le traitement par le fenthion a provoqué des variations des
parametres biochimiques de la fonction rénale, notamment une augmentation significative du
taux plasmatique de la créatinine et de ’acide urique, une détérioration de 1’¢état de santé
général des rats, une réduction du poids corporel, une augmentation des poids relatif et absolu
des reins, une diminution des antioxydants (GSH, GST) ainsi qu’une augmentation
significative du biomarqueur de peroxydation lipidique (MDA) par rapport au lot témoin. De
plus, I’étude histologique a montré que le pesticide a causé des 1ésions trés marquées au
niveau du tissu rénal (une congestion vasculaire, dilatation des tubes proximaux et distaux,
et nécrose). Par ailleurs, la supplémentation de I’Ephedra a diminué remarquablement le
niveau de la nephrotoxicité de ce dernier, en modulant les niveaux des marqueurs
biochimiques en diminuant 1’état du stress oxydant rénal et en améliorant la structure

tissulaire de I’organe touché (rein).

A la lumiére de nos résultats, on peut conclure que le fenthion est potentiellement toxique
chez les rats et la supplémentation de I’extrait d’Ephedra alata alenda procure un effet

protecteur contre la néphrotoxicité induite par ce pesticide.

Mots clés : Fenthion, Ephedra alata alenda, Néphrotoxicité, Histologie, Stress oxydant.



Abstract

The present study aims to evaluate the toxic effect of an organophosphorus insecticide
formulation, fenthion, on biochemical parameters and renal histology in male Wistar rats. On
the other hand, we were interested in investigating the possible protective effect of
supplementation with the aqueous extract of Ephedra alata alenda against the experimental
nephrotoxicity of fenthion. Twenty male rats were divided into four groups and treated orally
for 30 days: control group; fenthion-treated group; Ephedra-treated group and fenthion and
Ephedra-treated group. At the end of the experiment, blood samples were collected for
biochemical analysis (creatinine, uric acid). Subsequently, the rats were sacrificed and the
kidney was carefully removed and fixed in 10% formalin for histological study and partly

preserved for the study of oxidative stress parameters.

Our results indicate that treatment with fenthion caused variations in biochemical
parameters of renal function, including a significant increase in plasma creatinine, uric acid
and a deterioration in the general health status of the rats, a reduction in body weight, an
increase in relative and absolute kidney weights, a decrease in antioxidants (GSH, GST) as
well as a significant increase in the lipid peroxidation biomarker (MDA) compared to the
control batch. In addition, histological studies showed that the pesticide caused very marked
lesions in the various kidney tissues (vascular congestion, dilatation of proximal and distal
tubules, and necrosis). On the other hand, supplementation with Ephedra remarkably reduced
the level of nephrotoxicity, by modulating the levels of biochemical markers, reducing the
state of renal oxidative stress and improving the tissue structure of the affected organ
(Kidney).

In the light of our results, we can conclude that fenthion is potentially toxic in rats, and
supplementation with Ephedra alata alenda extract provides a protective effect against

nephrotoxicity induced by this pesticide.

Key words: Fenthion, Ephedra alata alenda, Nephrotoxicity, Histology, Oxidative stress.
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INTRODUCTION

Introduction

L’organisme humain est constamment et inévitablement exposé a une variété de
contaminants ; parmi lesquels figurent les pesticides. Ces derniers sont devenus la pierre
angulaire des systémes agricoles mondiaux, permettant une ameélioration substantielle des
rendements des cultures afin de répondre aux besoins alimentaires d’une population mondiale
grandissante (Carvalho, 2017). Toutefois, derriére ces bienfaits, se cachent des effets nocifs
sur l'environnement et la santé humaine (Benedetti et al., 2017). L’utilisation intensive des
pesticides a conduit a leur dissémination dans tous les milieux de I’environnement. De
nombreux pesticides ne sont pas facilement dégradables, ils persistent dans le sol, s'infiltrent
dans les eaux souterraines et dans les eaux de surface. En fonction de leurs propriétés chimiques,
ils sont susceptibles d’étre progressivement bio-accumulés tout au long de la chaine alimentaire,
voire méme dans différentes matrices biologiques (sang, urine, liquide céphalorachidien...)

(Ali et al., 2000 ; Zheng et al., 2020).

Au cours des derniéres années, des données scientifiques établissent un lien causal entre
I’exposition aux pesticides et la survenue de plusieurs pathologies humaines, en particulier le
cancer, les maladies neurologiques et cardio-vasculaires ainsi que les troubles de la
reproduction. Ces polluants peuvent aussi affecter les fonctions rénales, hépatiques et
respiratoires (Pereira et al., 2015 ; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016 ; Kalyabina et al.,
2021). Parmi les pesticides usuels, les pesticides organophosphorés (OP) sont des pesticides
organiques de synthése, largement utilisés essentiellement comme insecticides (Derkaoui et
al., 2011). Ces substances chimiques sont les plus dangereuses et sont couramment employées
dans des domaines tels que l'agriculture, les habitations, les jardins, les soins vétérinaires, la
médecine et I'industrie. Le fenthion, un organophosphoré, est le principal larvicide utilisé pour
lutter contre les ravageurs, mais il est trés toxique pour les organismes non ciblés (Cheke et
Sidatt, 2019). Il est considéré comme la méthode la plus efficace pour préserver les céréales
(blé, sorgho et millet) (Testud et Bougon, 2009).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour assurer leurs soins de santé primaires et leur subsistance.
Ces communautés utilisent la plupart des especes végétales, tant ligneuses qu’herbacées,

comme médicaments. Les plantes médicinales demeurent toujours une source des soins
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médicaux dans les pays en voie de développement en I’absence d’un systéme médical moderne

(Tabuti et al., 2003).

L’Algérie est reconnue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques dont
la plupart existent a 1’état spontané, ainsi que par 1’utilisation populaire dans 1’ensemble des
terroirs du pays. Cependant, la flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 15% d’endémiques, reste trés peu explorée sur le plan phytochimique
comme sur le plan pharmacologique. Cette richesse et cette originalité font que 1’étude de la
flore d’Algérie présente un intérét scientifique fondamental dans le domaine de
I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais également un intérét scientifique

appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles (Bouzid et al., 2017).

En Algérie Ephedra alata connu sous le nom (Alanda) appartient a la famille Ephedraceae,
les tiges d'Ephedra alata sont utilisées dans la médecine traditionnelle comme stimulant,
désobstruant, pour traiter les reins, les bronches, le systeme circulaire, les troubles du systéme
digestif et pour soulager les crises dasthme ainsi que les infections bactériennes et fongiques
(Jaradat et al., 2015). L'Ephedra alata contient divers composés phytochimigues, notamment
des alcaloides et des flavonoides (Saidi et al., 2022). Certains de ces composés peuvent
posséder des propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires généralement considérées
comme bénéfiques pour la santé (Chouitah, 2019). Nous avons délibérément choisi de
rechercher les propriétés préventives de I'Ephedra alata alenda puisque sa teneur en éphéedrine
en fait un candidat pour un impact préventif (Mufti et al., 2023). Il a été démontré que
I'éphédrine protege contre la toxicité, les dommages ischémiques et la dépression (Shi et Li.,
2021).

Le but de notre étude sert a évaluer I’effet protecteur de I’extrait aqueux d'Ephedra alata

alenda sur la néphrotoxicité induite par le fenthion chez le rat Wistar.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Généralités sur les pesticides

I.1. Historique des pesticides

La lutte contre les organismes nuisibles aux cultures a certainement été de tous temps une
préoccupation de l'agriculteur depuis quelques milliers d'années (Calvet, 2005). On sait que les
Sumériens utilisaient du soufre pour lutter contre les insectes et, plus tard, que les Romains
utilisaient I'nellébore pour lutter contre les rats et les insectes. Le papyrus Ebers est I'un des
documents les plus anciens qui existent encore et qui contient certaines des techniques de
préparation pour I'élimination des insectes des aliments. En paralléle, les Chinois utilisaient des
sulfures d'arsenic (Abubakar et al., 2020 ; Wilhoit, 2018).

Vers 1500, les premiers stades de I’utilisation des « para-pesticides », a savoir le mercure et
I’arsenic, émergerent. Ces substances ont ¢été utilisées jusqu'au début de I'ére des pesticides
synthétiques (1940 et au-dela), d'abord pour la destruction des réserves alimentaires pendant la
Seconde Guerre mondiale et plus tard comme outils précieux pour les processus de culture des

aliments consommes quotidiennement (Abubakar et al., 2020).

1.2. Etymologie du terme « pesticide »

Le mot « pesticide », terme générique dérivé des termes latins « caedere » (tuer) et « pestis »
(fléau), intégré a la langue anglaise dés les années 1940, puis a la langue francaise a la fin des
années 1950 est utilisé aussi bien dans le langage courant que scientifique (Baldi et al., 2013).

Considérés comme « tueurs de fléaux » par certains étymologistes (Belmehel, 2019).

1.3. Définition

Le terme « pesticides » est une appellation générique couvrant toutes les substances
(molécules) ou produits (formulations) qu'ils soient utilisés dans le secteur agricole ou dans
d'autres applications (Merhi, 2008). Ces substances permettent de lutter principalement contre
les organismes considérés comme nuisibles : les insectes (insecticides), les champignons, les
moisissures (fongicides), les mauvaises herbes (herbicides), les rongeurs (rongicides), etc...
(Feki et al., 2019). 1l est généralement admis que les pesticides jouent un role important dans
le développement agricole car ils peuvent réduire les pertes de produits agricoles et améliorer
le rendement abordable et la qualité des aliments. En raison de l'urgence d'améliorer la
production alimentaire et de contréler les maladies transmises par les insectes (Tudi et al.,
2018).



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I.4. Classification des pesticides

Les pesticides different dans leurs propriétés physiques, chimiques et identiques d'une classe
a l'autre (Rajveer et al., 2019). lls peuvent étre regroupés de maniére différente selon 1’aspect
sous lequel ils sont étudies. Ils peuvent étre classeés en fonction de leur cible, de leur structure
chimique, de leur persistance dans la nature, de leur mode ou mécanisme d’action (Gasmi,
2018). Par conséquent, les pesticides sont classés en fonction de nombreux critéres, parmi ces

critéres :

1.4.1. Selon leur cible
D’apres leur cible, On distingue plusieurs catégories :

- Les insecticides (contre les insectes nuisibles).
- Les fongicides (contre les champignons parasites).
- Les herbicides (contre les mauvaises herbes ou adventices).
- Les nématicides (contre les nématodes).
- Lescorvicides (contre les oiseaux).
- Lesacaricides (contre les acariens).
- Lesrodenticides ou raticides (pour lutter contre les rongeurs).
- Les molluscides (pour tuer les mollusques : limaces et escargots).

- Lesalgicides (pour lutter contre le développement des algues) (Ramade, 1998).

1.4.2. Selon leur structure chimique

La méthode la plus courante et la plus utile de classification des pesticides est basée sur leur
structure chimique et la nature des ingrédients actifs. C'est un type de classification qui donne
des indices sur l'efficacité, les propriétés physiques et chimiques des pesticides respectifs. En
fonction de la structure chimique, les pesticides sont classés en quatre groupes principaux, a
savoir les organochlorines, les organophosphorés, les carbamates et la pyréthrine et les

pyréthroides. Cette classification des pesticides est plutét complexe (Rajveer et al., 2019).

1.4.3. Selon leur mode d’action

Les pesticides modernes ont divers modes d'action et dépendent des molécules et des voies

physiologiques ciblées :

I.  Les herbicides agissent principalement sur des voies spécifiques aux plantes en bloquant
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la photosynthése, la synthése des caroténoides ou la synthése des acides aminés
aromatiques et a chaine ramifiée, essentiels chez les plantes mais pas chez d’autres
organismes pour détruire les adventices en quelques jours (Gaffard, 2023).

Il.  Les fongicides agissent sur de nombreuses fonctions cellulaires importantes pour la
croissance des extrémités des hyphes. De nombreux fongicides bloquent I'ergostérol (un
stérol fongique), la biosynthése de la tubuline ou la cytochrome ¢ réductase, tandis que
d'autres perturbent les fonctions cellulaires de base (Yang et al., 2011).

I1l.  Les insecticides actuels agissent principalement sur quatre cibles nerveuses, a savoir
I'acétylcholinestérase, les canaux chlorés, le récepteur de l'acétylcholine et le récepteur
de l'acide y-aminobutyrique, systemes présents chez les animaux mais pas chez les
plantes (Yu, 2015).

1.5. Le marche des pesticides

1.5.1. Dans le monde

La production mondiale de produits phytosanitaires a connu une croissance considérable
depuis la fin de la Deuxieéme Guerre mondiale. Une tendance au ralentissement s’est observée
depuis les années 1990 dans les pays developpés. Elle est liée en partie a la découverte de
substances plus efficaces necessitant donc des quantités épandues plus faibles, a la mise en
ceuvre et a I’évolution de la réglementation, a la mise en place progressive de I’agriculture

raisonnée, et a I’interdiction de certaines substances (Margoum, 2003).

Les données disponibles pour appréhender I'utilisation des pesticides sont généralement
basées sur les chiffres de vente des principales sociétés phytopharmaceutiques. Ces chiffres ne
représentent pas les consommations réelles du fait des stockages ou des déstockages effectués
par les utilisateurs ainsi que des exportations ou des importations vers d’autres pays (Merabet

et Bouguetaya, 2022).

La figure présente, au niveau mondial, les quantités et valeurs totales d'exportation et
d'importation de pesticides par région. En 2020, I'Asie a connu le plus haut niveau d'exportation
de pesticides, avec 3,7 million de tonnes correspondant a une valeur de 16,1 milliards de dollars.
L'utilisation de pesticides dans l'agriculture en Europe n'a augmenté que 3% entre les années
1990 et la derniere décennie. Les pays européens ont importé en moyenne plus de 1,2 million
de tonnes de pesticides par an pendant toute la période. Les Amériques ont importé le plus
grand nombre de pesticides d'autres régions du monde en 2020 : 1,1 million de tonnes, soit une

valeur de 6,9 milliards de dollars. L'Océanie échangeait de faibles niveaux de pesticides ; la
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plupart des exportations se faisant entre pays de la région. La plupart des importations de
pesticides en Afrique proviennent de pays situés en dehors de I’Afrique, et la majorité¢ des

produits exportés demeurent dans la région (FAO, 2022) (Figure 01).
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Figure 01. Quantités et valeurs totales des exportations et importations de pesticides par
région (FAO, 2022).

1.5.2. Dans I’Algérie

Plusieurs entreprises se sont spécialisées dans 1’importation d’insecticides et divers produits
apparentés. Ainsi, environ 400 produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une
quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs (Boumaza et Lalaoui,
2017). La plupart des pesticides a usage domestique, autorisés en Algérie, ne sont pas contrélés
(Mairif, 2014).

L'Algérie est classée parmi les pays qui utilisent de grandes quantités de pesticides, dont
I’Association Algérienne pour la protection de I’environnement tire la sonnette d’alarme «
L’ Algérie est un grand consommateur de pesticides : 30000 tonnes sont épandues chaque année
» (Adjal et Rechach, 2020). Cependant, la contrebande ou trafic parallele « marché noir » de

ces produits rend plus difficile ’opération de recensement (Bettiche, 2017).

1.6. Devenir des pesticides dans I’environnement

Le devenir d'un pesticide et son potentiel de persistance et de mobilité a partir du site

d'application sont considérés comme influencés par les propriétés chimiques et physiques du
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pesticide, les caractéristiques du site telles que I'individualité du sol et des eaux souterraines, le
climat et les conditions météorologiques locales, la population biologique et les pratiques de
manipulation de l'utilisateur du pesticide (Gavrilescu, 2005). Parfois, le rejet de pesticides dans
I'environnement peut étre nocif, car la totalité du produit chimique appliqué n'atteint pas le site
cible (Cessna et Allan, 2009). On estime que 2,5 millions de tonnes de pesticides sont appliqués
chaque année sur les cultures de la planéte. La part qui entre en contact avec les organismes
indésirables cibles - ou qu'ils ingérent - est minime. La plupart des chercheurs I'évaluent a moins
de 0,3%, ce qui veut dire que 99,7% des substances déversées s'en vont « ailleurs » (Van Der
Werf, 1997). Une fois que les pesticides pénetrent dans I'atmosphere, ils peuvent étre
transportés sur de longues distances. La fuite de ces produits chimiques dans I'atmosphere
représente une perte économique pour l'utilisateur, une lutte inefficace contre les parasites et
I'introduction d'une éventuelle contamination de I'environnement (Tiryaki et Temur, 2010).
Les pesticides utilisés dans les terres agricoles font partie des principales sources diffuses de
polluants. Les micropolluants ont un effet toxique, voire cancérigéne, sur tous les organismes

vivants, c'est pourquoi leur application doit se faire avec précaution (Guvensoy, 2000).
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Figure 02. VVoies de pénétration des pesticides dans I'atmosphere et dans les eaux de surface
et souterraines et mécanismes de transformation des pesticides dans I'air, le sol et les plantes
(Thomas, 2005).
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1.7. Possibles modes d’expositions de ’homme aux pesticides

Dans le monde, on estime qu'environ 1,8 milliard de personnes travaillent dans l'agriculture
et la plupart utilisent des pesticides pour protéger les aliments et les produits commerciaux
qu'elles produisent. D'autres utilisent des pesticides a des fins professionnelles pour des
programmes de santé publique et dans des applications commerciales, tandis que beaucoup
d'autres les utilisent pour des applications de gazon et de jardin et dans et autour de la maison
(Alavanja, 2009).

L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité¢ des voies d’exposition
(Merhi, 2008). Il y a quatre fagons communes que les pesticides peuvent pénétrer dans le corps
humain : les voies cutanées, orales, oculaires et respiratoires. La toxicité des pesticides peut
varier en fonction du type d'exposition telle que cutanée, orale ou respiratoire. (Inhalation)
(Kim et al., 2017). Les voies prépondérantes varient selon qu’il s’agit d’exposition en milieu
professionnel ou en population générale (Amblard et al., 2009). La figure 03 résume les modes

d’exposition des organismes vivant aux pesticides.

Homme
Environnement \Chainc alimentaire
Alimentation Faune
Habitat Flore
Culture
Jardinage
Transferts inter- Elevage Agriculture
compartiments et
transformations Elevage
Pesticides

Figure 03. Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Barriuso, 2004).

1.8. Les organophosphoreés

1.8.1. Définition

Les organophosphorés (OP) sont des composés chimiques développés en tant qu’insecticides
et agents de guerre (Jacquet et al., 2019). Utilisés depuis le milieu des années 1940. lls sont

normalement des esters, des amides ou des dérivés thiols d'acides phosphoriques,
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phosphoniques, phosphorothioiques ou phosphonothioiques. Le groupe (OP) de pesticides
affirme ses effets par I'inactivation irréversible de I'enzyme acétylcholinestérase (AChE), qui
est essentielle pour la fonction nerveuse chez I'nomme, les insectes et de nombreux autres

animaux (Jayaraj et al., 2016 ; World Health Organization, 1986).

8.2 Structure et Propriétés physicochimiques d’organophosphorés

Apres la seconde guerre mondiale, avec la saisie des dossiers de recherche de Schrader,
I'intérét pour les insecticides OP s'est rapidement accru (Chambers et al., 2010). La chimie
des insecticides OP, qui conduit a leur classification en plusieurs sous-classes, a fait I'objet
d'études approfondies (Costa, 2006). La diversité structurelle des insecticides OP est due a
différents substituants de I'atome de phosphore (Antonijevic et Stojiljkavic, 2007).

1.8.3. Mécanisme d’action des organophosphorés

1.8.3.1. Activation

La connaissance de ces mecanismes permet de déterminer le delai d'apparition des
manifestations toxiques. De nombreux OP doivent étre activés au niveau heépatique apres
absorption par des oxydases, des hydrolases et des transférases avant d'étre toxiques pour
I'homme (Hayes, 1982).

1.8.3.2. L’inhibition de I’acétylcholinestérase par les organophosphores

La majorité des OP (y compris le CPF et la PHO) sont synthétisées sous une forme assez peu
toxique ou le phosphore est lié au soufre par une double liaison. Les OP utilisent leur métabolite
appelé « oxon », qui remplace la double liaison P=S par une liaison P=0. Ainsi, c'est cette
forme qui est particulierement capable d'inhiber la famille des cholinestérases, y compris
I'AChE. En ce qui concerne le CPF, il agit principalement sur les cholinestérases via son
métabolite actif, le CPF oxon. La phosphorylation de la sérine du centre catalytique permet
I'interaction covalente entre les formes "oxon" et 'AChE. A I'exception des OP diméthyles,
cette liaison entre les OP et 'AChE est irréversible. (Lotti, 1995).

L'inhibition de I'enzyme AChE entraine une accumulation d'acétylcholine dans les synapses
et une stimulation supplémentaire des récepteurs muscariniques et nicotiniques, ce qui entraine

une variété de troubles et de symptémes décrits plus bas dans les effets toxiques des OP.

11
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1.8.3.3. Effets sur d'autres systemes enzymatiques

En raison de ses propriétés neurotoxiques, certains OP peuvent phosphoryler une protéine du
systeme nerveux central appelée neuropathy target esterase (NTE). Cette enzyme est présente
dans les plaquettes et les leucocytes. Une diminution de la forme lymphocytaire peut prédire la
survenue d'une neuropathie postintervallaire (Lotti et al., 1986 ; Moretto et Lotti, 1998).

1.9. Le fenthion

1.9.1. Définition

Le fenthion (phosphorothionate de diméthyle 4-méthylthio-3-tolyl) est un insecticide
organophosphoré mis au point par Schrader (1960) (Francis et Barnes, 1963). Il est largement
utilisé dans le monde entier comme insecticide a large spectre pour de nombreuses cultures et
également comme ectoparasiticide pour les animaux d'¢levage. Le fenthion inhibe
I'acétylcholinestérase et est considéré comme un pesticide sir parce qu'il n'est pas facilement
converti en un dérivé oxon qui peut étre hautement toxique chez les espéces animales

(Kitamura et al., 2003).

HyC—S O0—P—OCH
3 \ 3

OCH,

HaC

Figure 04. Structure chimique du fenthion (Brun et al., 2004).

1.9.2. Propriétés particuliéres

1.9.2.1. Caractéristiques physiques

Le fenthion est un liquide huileux jaune-brunatre, pratiquement non hydrosoluble (2 mg/l a
20 °C) mais lipophile et tres soluble dans les solvants organiques (Testud et Bougon, 2009).
1.9.2.1.1. Solubilité

Le fenthion est soluble dans I’eau a 20 °C, a raison de 54-56 ppm, et aisément soluble dans

la plupart des matériaux organiques et des huiles glycéridiques (Safi et Chorfi, 2022).

12
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1.9.2.1.2. Stabilité

Le fenthion est stable jusqu’a 160 °C et résiste a la lumiére et a ’hydrolyse alcaline (Goucem
et al., 2022).

1.9.2.1.3. Pression de vapeur (volatilité)

4 x 10-5 mmHg a 20 °C. La pression de vapeur du fenthion est faible, mais ce composé est

hautement volatile (Djenane et Merkhi, 2022).

1.9.3. Toxicité de fenthion

Le fenthion est modérément toxique par voie orale, avec des valeurs de DLs, de 180 a 298
mg/kg chez le rat, de 150 mg/kg chez le lapin et de 88 a 145 mg/kg chez la souris (Kerem et
al., 2007).

La toxicité cutanée aigué du fenthion I’est également. Modéré, allant de 325->5000 mg/kg pc
chez le rat et 500-2000 mg/kg pc chez la souris. Le fenthion a une toxicité aigué faible a
modérée lorsqu’il est administré par inhalation sous forme de brouillard ; Les valeurs de LDSO
variaient de 454->1878 mg/m chez les rats (4 h d’exposition) et 2000-2400 mg/m chez les souris
(1 h d’exposition). Le fenthion n’irrite pas la peau des lapins. De plus le fenthion a haute dose

induit de graves lésions hépatiques (Ben Harzallah et al., 2022).

En général, les signes d'intoxication aigué chez les animaux par le fenthion étaient
compatibles avec l'inhibition de I’AChE et notamment l'inactivité, la salivation, les
fasciculations musculaires, la dyspnée, la paralysie, des vomissements, I’horripilation,

I’exophtalmie et de la diarrhée (Bouhali, 2016).
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Chapitre 11 : Les plantes médicinales a usages thérapeutiques

11.1. Définition et Utilisation

Toute plante qui contient un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, de soulager
ou de guérir une maladie est appelée plante médicinale (Boughara, 2016) et selon le dosage,
elle peut étre toxique. Les plantes médicinales sont une source importante et permanente de
principes actifs. Au sens de la Pharmacopée européenne, les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie présente des caractéristiques médicamenteuses. |l
est rare que la plante soit utilisée entierement, mais plutot qu'elle soit composée d'une ou

plusieurs parties qui peuvent avoir chacune une fonction différente (Vercauteren, 2012).

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs proprietés particulieres avantageuses pour la
santé humaine, car elles sont utilisées de diverses maniéres, telles que la decoction, la
maceration et l'infusion. Il est possible d'utiliser une ou plusieurs de leurs parties, comme la
racine, la feuille ou la fleur (Dutertre, 2011). Ce sont des plantes qui sont utilisées dans la
médecine traditionnelle (MTR) et dont au moins une partie a des propriétés médicamenteuses.
Ils agissent grace a leurs composes chimiques (metabolites primaires ou secondaires) qui sont

présents (Sanogo, 2006).

11.2. Métabolites secondaires (principes actifs) des plantes médicinales

Depuis toujours les plantes médicinales ont constitué la source majeure de médicament, grace
a la richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire qui produit les molécules variées
permettant aux plantes de s’adapter a leur environnement .ces molécules appelées métabolites
secondaires peuvent étre définies comme des molécules indirectement essentielles a la vie des
plantes, par opposition aux métabolites primaires (protéines, lipides et glucides ), qui participent

a la structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base (Hopkins, 2003).

Les Métabolismes secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Abderrazak et Joél, 2007). Ils sont
produits en trés faible quantité, Il existe plus de deux cent mille (200000) métabolites
secondaires classés selon leur appartenance chimique (Cuendet, 1999). Les métabolismes
secondaires jouent un réle dans la défense contre les prédateurs et les maladies et ont un réle
multi-environnement (Bahorun, 1997). lIs contribuent ainsi a la survie de l'organisme dans son
écosystéeme. lls ont essentiellement pour réle d'accroitre la compétitivité de I'organisme qui la

biosynthése en lui conférant un avantage sur d'autres organismes (Coffi et al., 2012).
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Les roles de ces métabolites sont multiples : Ils ont une action anti-herbivore. Ils interferent
dans la structure des plantes les composes secondaires toxiques stockent dans les vésicules
specifiques ou dans la vacuole. Ces methodes dites secondaires retrouvent dans toutes les
parties des plantes, mais ils sont répartis differemment selon cette répartites, qui différe d'un
plant a l'autre (Milane, 2004). On distingue trois classes principales : Les Compose Phénoliques

Les Alcaloides Les Terpenoides (Amine et al., 2012).

11.3. Les plantes médicinales en Algérie

La majorité des populations rurales et urbaines en Afrique bénéficient des plantes
médicinales, qui sont le principal moyen de se soigner (Badiaga, 2012). Malgré les progreés de
la pharmacologie, les plantes thérapeutiques sont encore largement utilisées dans certains pays
du monde, en particulier dans les pays en voie de développement (Tabuti et al., 2003).
L'Algérie possede environ 4000 espéces et sous-espéces de plantes vasculaires, étant donne sa
flore richesse et diversifiée (Hamel et al., 2013). Cependant, la flore médicinale en Algérie
reste méconnue jusqu'a nos jours, car seules 146 des quelques milliers d'especes vegétales sont

reconnues comme medicinales (Hamel et al., 2018).

11.4. Ephedra alata alenda : une espéce a pouvoir thérapeutique promoteur

Ephedra alata appartenant a la famille des éphédraceae (Hegazi et EI-Lamey, 2011), qui
comprend environ 50 espéces en Afrique du nord, en Asie, en Europe, en Amérique du nord
et centrale et dans les régions semi-arides (Price, 1996 ; Caveney et al., 2011), ces espéces
sont des arbustes persistants vivaces pouvant dépasser 1 m de hauteur avec des tiges
photosynthétiques minces et jointes (Gorai et al., 2015). Il est couramment utilisé dans la
médecine chinoise depuis 5000 ans comme bronchodilatateur pour traiter les allergies, asthme

bronchique, rhumes, fiévre, grippe, maux de téte et congestion nasale (O’Dowd et al., 1998).

La plante d’Ephedra est fortement aromatique avec un goQt amer, la tige séchée est la partie
de I’arbuste utilisé. C’est un groupe d’arbustes primitifs évolués qui poussent sur des terrains

secs, rocheux, ou sablonneux dans les déserts ou les zones arides (Hegazi et EI-Lamey, 2011).

11.4.1. Description botanique

Il s’agit d’un arbuste de 1 a 3 meétres de hauteur (Figure 05 - A), caractérisé par des rameaux
articulés (B) qui portent au niveau des nceuds des feuilles réduites en €cailles et opposées. Les

fleurs unisexuées sont groupées en petits cones (C). Les fleurs males et femelles sont
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généralement sur des pieds différents. Elle présente un systéme de racines latérales
extrémement puissant (D) (Hadjadj et al., 2020).

Figure 05. L’espéce végétale Ephedra alata sur le lieu de récolte : vue générale « A » ;
rameaux « B » ; fleurs « C » et racines « D » (Zouina et al., 2022).

11.4.2. Classification systémique
La position systématique d'Ephedra alata alenda est la suivante :

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous embranchement : Gymnospermes

- Classe : Gnetopsida

- Ordre : Ephedrales

- Famille : Ephedraceae

- Genre : Ephedra

- Espéce : Ephedra alata

- Sous espéce : Ephedra alata alenda (Ozenda, 1991)
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11.4.3. Origine et répartition géographique

L'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, Ephedra 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).

11.4.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Les parties utilisées dans la médecine traditionnelle sont les feuilles et les rameaux (Ould El
Hadj et al., 2003) et aussi 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).

- Ephedra a éte utilisée en médecine traditionnelle chinoise pour traiter les allergies,
I'asthme les frissons, le rhume, le rhume des foins, la toux, l'oedéme, la fievre, la grippe,
les maux de téte et la congestion nasale (Al-Rimawi et al., 2017).

- En Japon, Ephedra est utilisée comme antitussif, expectorant, analgésique,
antipyretique et agent bronchodilatateur (Amakura et al., 2013).

- La plante était également traditionnellement utilisée en Russie pour les troubles
respiratoires et les rnumatismes pendant de nombreux siécles.

- De nombreuses espéces d’Ephedra eurasiennes contenant de 1’éphédrine et de la
pseudoéphédrine sont utilisées pour traiter la toux, 1’asthme et la bronchite (Caveney et
al., 2001).

- Les Amérindiens et les Espagnols du sud-ouest des Etats-Unis utilisaient I'Ephedra a
diverses fins médicinales, en particulier dans le traitement des maladies vénériennes
(Al-Snafi, 2017).

- Ephedra alata pousse largement en Palestine. Elle est utilisee en médecine
traditionnelle locale pour les mémes fins qu’en médecine traditionnelle chinoise. Cette
plante montre également des activités antimicrobiennes et anticancéreuses (Al-Rimawi
et al., 2017).

- Le feuillage d’Ephedra alata a un arome acceptable. 1l est utilis¢é comme paturage
pendant le paturage des animaux en Arabie Saoudite (Nawwar et al., 1984).

- En Egypte, les especes d’Ephedra sont utilisées comme agent stimulant et pour la prise

en charge des troubles bronchiques (Abdel-Kader et al., 2003).
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- En Algérie, la macération ou I’inhalation des feuilles ou des rameaux d'Ephedra alata
alenda s’utilisent pour soulager ou traiter le rhume, la grippe et les troubles respiratoires
(Ould El Hadj et al., 2003).

- La poudre d’Ephedra alata est utilisé comme un traitement contre le diabéte en Maroc
(Ghourri et al., 2013).

11.4.5. Pharmacologie et Toxicologie

11.4.5.1. Pharmacologie

Il semble que les effets pharmacologiques et toxicologiques de cet arbuste soient attribuables
a ses alcaloides éphédrines, principalement 1’éphédrine et le pseudoéphédrine. Malgré I'absence
de groupement phénolique typique des catécholamines, I'éphédrine est un agoniste
sympathomimeétique des récepteurs adrénergiques alpha et beta. De plus, elle affecte le systéeme
sympathique de maniére indirecte en augmentant la libération de noradrénaline des vésicules
de stockage des neurones sympathiques vers la zone synaptique, ou elle se fixe sur les
récepteurs post-synaptiques a et B (Limberger et al., 2013 ; Chen et al., 2010 ; Ma et al.,
2007). La stimulation des récepteurs adrénergiques alpha et beta entraine principalement une
augmentation de la fréquence cardiaque et de 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
que la stimulation du systéeme nerveux central. (Abourashed et al., 2003 ; Phinney et al.,
2005). Contrairement a I'adrénaline, les effets hypertenseurs et vasoconstricteurs de I'éphédrine
sont moins rapides et moins puissants, mais plus durables et plus stables dans les conditions du
métabolisme. (Chopra et al., 1960). Pour cette raison, les patients atteints d'hypertension ou
d'autres maladies cardio-vasculaires, de glaucome ou d'hyperthyroidie ne doivent pas prendre
de I'éphédrine, qui semble étre le principal principe actif de la plupart des especes d'Ephedra.
(Soni et al., 2004 ; Chen et al., 2010).

11.4.5.2. Toxicologie

Les espéces de I'Ephedra ayants des effets bénéfiques et néfastes (Ma et al., 2007).
Cliniqguement, cela peut provoquer une tachycardie, une hypertension, une hypersudation, une
bronchodilatation, une agitation et une mydriase. Ephedra est également lié a des effets gastro-

intestinales et psychiatriques (Peters et al., 2005). En raison de ces effets, I'Ephedra est

19



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

recommandé uniquement pour les situations aigués en médecine traditionnelle chinoise et

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

11.4.6. Chimie de plante

L’apparition d’Ephedra dans plusieurs zones de monde induit la diversité des ingrédients
chimiques comprend les cycles cyclopropyle, les dérivés de tryptophane et I'éphédrine
(Aghdasi et al., 2015 ; Fleming, 2008).

a. Les alcaloides : Les parties aériennes de différentes especes d'Ephedra contiennent de
0,02% a 3,4% de 6 alcaloides optiquement actifs concentrés dans les centres de noeuds.
L'éphédrine (EPH) est lisomére principal de la pseudoéphédrine (PSE) et le
diastéréomere d’EPH. La préparation des alcaloides d'Ephedra a partir de matiéres
végetales brutes implique la procédure d'extraction acide/base (Abourashed et al.,
2003). 1l est a noter que les Alcaloides peuvent étre utilises Comme antipaludéens,
antalgiques, antispasmodiques, bactéricides et stimulants, a fortes concentrations ces
molécules entrainent tres souvent une toxicité aigué (Rujjanawate et al., 2003).

b. Les flavonoides : Leurs constituants flavonoides comprennent DiC-glycosylflavones,
flavonol-3-0 glycosides et proanthocyanidines. Deux nouveaux glucosides de flavonol
ont eté identifiés dans E. alata, a savoir, I'hnerbacétine et I'é¢ther méthylique 3-0-
Glucoside-7-0-rutinoside et herbacétine7-0- (6"- quinylglucoside). Les flavonoides
connus vicenin Il, lucenine 111, Kaempferol ,3-rhamnoside, la quercétine 3-rhamnoside
et I'nerbacétine 7-glucoside ont également éte trouvés (Nawwar et al., 1984). Ce sont
des pigments responsables de la coloration chez les végétaux, ils protegent la plante des
différents agents pathogenes, possédant une activité antioxydante et pouvant diminuer
la perméabilité capillaire en renforcant leur résistance, ils sont connus par leur capacité
a inhiber la croisance des cellules cancéreuses (Hidayat et Fatmawati, 2016 ; Ueli et
al., 1991).

c. Lestanins: Sont des composés secondaires végétaux importants sur le plan nutritionnel
et sont des molécules organiques phénoliques complexes dont le poids moléculaire varie
de 500 a 3 000 kDa (Kamra, 2006). Les tanins ont une action astringente et sont
fréquemment employés dans les produits topiques pour diminuer les changements et les
éruptions cutanées. Les tanins d'Ephedra sont considérés comme une forme de
protection rénale, du moins dans des modéles expérimentaux d'insuffisance rénale chez

les rats (Kemper et al., 2000).
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I. Matériels et méthodes

1.1. Matériels

1.1.1 Matériel animal

Le matériel biologique de base dans notre étude est le rat blanc méle Rattus de la souche
Wistar au nombre de 20 rats, provenant de I’institut Pasteur d’Alger agés de 06 a 08 semaines
pesant environ 220 - 260 g. Ces rongeurs sont des mammiféres nocturnes, Il posséde une large
téte, de petites oreilles, des yeux rouges globuleux et une longue queue, Largement utilisés dans

divers domaines de la recherche expérimentale.

Figure 06. Les rats de I’expérimentation (photo personnel).

1.1.2. Materiel végétal

La plante utilisée dans ce travail expérimental est une espece médicinale appartenant a la
famille des Ephedraceae, qui est ’Ephedra alata alenda et comme sa partie aérienne est la plus
utilisée par les herboristes, se fut elle qu’on a choisie pour cette étude expérimentale. La plante

étudiée a été récolté en Décembre 2020.

Figure 07. Photo originale de I’espéce végétale Ephedra alata alenda a partir le site de
récolte.
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1.1.2.1. Site de prélévement

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir d’un site de la région d’Oued Alenda
situ¢ a 33°14'08" Nord et 6°45'33" Est. Le site fait partie de la wilaya d’El Oued localisée au
Sud Est Algeérien (Figure 08).

Wilaya de Khenchela Wilaya de Tébessa

1-El Oued
2-Robbah
3-Bayadah
4-Kouinine

5-Debila

6-Hassani Abdelkrim

7-O.Alenda

«._ 8-Sidi Aoun

Wilaya de
LEGENDE
= Limite wilayal Ouargla TUNISIE
s Limite frontiére internationale \
= N 3
Limite de commune \
®  Chetlieu de daira A}\
N
O zone d'étude X
0 20 Km N
e——— N\
~\

Figure 08. Localisation géographique de la zone d’¢étude (Oued Alenda, wilaya d’El
Oued). (P.D.A.U. willaya d’E1 Oued 1997).

1.1.2.2 Séchage

Apreés la récolte, le matériel végétal est débarrassé des debris. Pour s’assurer de la bonne
conservation des échantillons, Le séchage est fait a température ambiante, a 1’abri de la lumiere
et de I’humidité avec agitation continue pour ’aérer et éviter la pourriture pendant 15 jours

Jusqu’a ce qu’il soit complétement sec.

Figure 09. Séchage de la matiére végétale.

24



MATERIELS ET METHODES

1.1.2.3. Broyage

Nous avons d’abord coupé I’échantillon sec en petits morceaux pour faciliter le processus de
broyage, puis sont broyées finement dans un mortier a I’aide d’un Pilon puis stocké dans des
Bocaux fermés hermétiquement et placés a ’abri de la lumicére.

Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la bonne
conservation des échantillons, Le séchage est fait & température ambiante, a ’abri de la lumiére
et de I’humidité avec agitation continue pour ’aérer et éviter la pourriture pendant 15 jours

Jusqu’a ce qu’il soit completement sec.

1.1.3. Pesticide

Le pesticide utilisé dans notre travail est le fenthion [O, O-diméthylique-O (4-
methylmercapto) -3-methylphenylthio-phosphate] est I'un des organophosphorés le plus utilisé
largement sur un grand nombre de culture contre les ravageurs dans plusieurs pays (Krieger,
2001), il inhibe I’acétylcholinestérase (Testud et Bougon, 2009).

Dans ce travail, nous avons utilisé le fenthion fabrique de Bayer Crop science (Lebaycid, 550
g/L fenthion, East Hawthorn, Australia), Pour I’évaluation des paramétres biologiques nous
avons utilisé des produits et des réactifs majoritairement provenant de Sigma, Germany et

Biochem, France.

1.2. Méthodes

1.2.1. Enquéte ethnobotanique

L’enquéte par questionnaire individuel a été réalisée auprés d’un échantillon des individus
résidant dans la wilaya de Tébessa, durant une période allant du mois de février au mois de
mars 2024. 1l est a noter que 1% des participants sont des herboristes. Le questionnaire a été
distribué aux participants via Google Forms.

L’objectif de cette enquéte est de collecter le maximum d’information sur la popularité du

I’Ephedra alata alenda chez la population autochtone. Le questionnaire englobe deux sections

» Section 01 : des questions sur les informations personnelles du participant.
> Section 02 : des questions sur la plante (mode de consommation, usages et dose
journaliére consommée).
Les données recueillies ont été automatiquement traitées par Google Forms et Microsoft

Excel et présentées sous différentes représentations graphiques.
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1.2.2. Entretien des animaux

Les rats ont été répartis en quatre lots a raison de cinqg (05) rats par lot. Ils ont été soumis a
une période d’adaptation de 15 jours dans I’animalerie de département de la biologie, La
température ambiante est de 25 °C et une photopériode naturelle 12/12h. Les rats sont élevés
dans des cages en plastiques et ont un couvercle en acier inoxydable, munies de biberons d’une
capacité de 250 ml remplis d’eau, ces derniers sont tapissés d une couche de litiére renouvelés
quotidiennement avant le début de 1’observation. Les animaux ont été nourris par I’aliment de

bataille.

1.2.3. Choix de la dose

Dans cette étude, nous avons utilisé un pesticide (le fenthion) a une faible dose de 1 mg/kg/j
et ’extrait de I'Ephedra alata alenda a une dose de 300 mg/Kg/j, ils ont administrés

chroniquement par voie orale chaque jour pendant 30 jours.

Ainsi, quatre lots de rats sont répartis comme suit :
- Le 1% groupe de rats a regu par gavage de I’huile de mais (1.5 ml/jour). Il s’agit de

groupes Temoins (T).

- Le 2°™ groupe de rats a requ par gavage une solution de I’extrait aqueux de /’Ephedra

alata alenda a raison de 300 mg/Kg/j de poids corporel. 11 s’agit de groupes (E).

- Le 3°™ groupe de rats a recu par gavage une solution du fenthion dans I’huile de mais

a raison de 1 mg/kg/jour de poids corporel (DLso/100). 11 s’agit des groupes (F).

- Le 4°™ groupe de rats a regu par gavage l’extrait de I’Ephedra alata alenda (300

mg/kg/j) et le fenthion (1 mg/kg/j). Il s’agit de groupes (E+F).

1.2.4. Préparation de I'extrait aqueux

1.2.4.1. Décoction

Pour cette extraction nous avons utilisé la méthode de décoction donnée par les herboristes,
et pour cela 5 g de la plante séche est broyés et mélangés avec 100 ml d’eau distillée, une fois
’eau bouillie la température est abaissée jusqu'a diminution du liquide de moitié¢ (50 ml). La

préparation est filtrée avec du papier Wattman.
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20 rats males Wistar

Adaptation 15 jours ]

g g !

[ 05 rats (T) 05 rats (E) 05 rats (F) 05 rats (E+F) ]

Traitement pendant 30 jours
E. alata 300 mg/kg - F 1 mg/kg

Sacrifice des rats

5 b

Préléevement sanguin Prélévement des organes (les reins)
* Etude biochimique * Biomarqueurs de stress oxydant
(acide urique, créatinine) (MDA, GST et GSH)
* Etude histologique des reins

Figure 10. Diagramme récapitulatif du protocole expérimental.

1.2.5. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a I’hopital Ibn Roched d’Annaba, Service
d’Anatomie Pathologique. La technique utilisée est celle décrite par (Houlot, 1984) qui
comporte les étapes suivantes :

- La fixation des échantillons (fragment de chaque organe) dans le formol, puis mise de ces
échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le

passage des liquides.
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- Déshydratation des échantillons a 1’aide d’un appareil automatique qui permet le passage
automatiques et progressif des échantillons dans des bains d’éthanol de concentration croissante
(70%, 95% et 100%).
- Inclusion et réalisation des blocs : Les piéces sont alors plongées dans des bains de paraffine
liquide. Les tissus étant maintenu et imbibés de paraftine, viennent alors 1’étape de I’enrobage
qui consiste a inclure le tissu impregne dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va
permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion » refermant un
réservoir de paraffine maintenue a I’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet
et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine
contenant le tissu. La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 pm en moyenne)
est possible grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ». Ces coupes sont étalées sur
des lames porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par I'utilisation d’une eau gélatineuse
chauffee.
- La coloration : Pour la coloration, la technique utilisée est celle a I’Hématoxyline-E0sine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de I’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a
70% + 50 ml d’acide HCl), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et
solution d’Eosine (100 ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375
ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique).

La coloration suive les étapes suivantes :

» Deéparaffinage et hydratation des lames a 1’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
violacee, les structures basophiles (noyaux). Les lames sont plongées dans I’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. Les préparations ont ensuite été séchées puis

observées au microscope optique et photographiées a I’aide d’un appareil photo.
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1.2.6. Prélévements

1.2.6.1. Prélevement Sanguin

Le prélévement du sang est effectué¢ a 1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite a travers le
sinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des rats anesthésiés au départ par 1’éther par
voie ophtalmique. Nous recueillons le sang dans un tube héparine pour les parametres
biochimiques. Nous centrifugeons les tubes héparines a 4000 g/5 min. a 4 °C. Le sérum obtenu
est aliquoté et conservé a une température de -20 °C jusqu’au moment des analyses

biochimiques.

Figure 11. Prélevement du veine retro-orbitale.

1.2.6.2. Prélévement des reins

Une ouverture abdominale longitudinale est occasionnée pour le prélevement des reins. Une
fois débarrassé de leurs tissus adipeux, les reins sont peses et conservés a -20 °C pour le dosage

des paramétres du stress oxydant (MDA, GST et GSH) et étude histopathologique.

Figure 12. Dissection et prélévement des reins.
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1.2.7. Etude des parameétres biochimiques

a. Dosage de I’acide urique
» Principe
L’uricase agit sur ’acide urique pour produire de I’allantoine, du dioxyde de carbone et du
péroxyde d'hydrogeéne. En présence de péroxydase, le péroxyde d’hydrogéne réagit avec un
chromogéne (dichloro-hydroxybenzene sulfonate et amino-antipyrine) pour former une
quinonéimine, complexe de couleur rouge. L’absorbance a 505 nm est proportionnelle a la

quantité d’acide urique dans le spécimen (Fossati et al., 1980).

Acide urique + O2+ H.O » Allantoine + COz + H20>
H>O, + amino-antipyrine + NADH » Quinonéimine + H,O

L’absorbance mesurée a 505 nm, est proportionnelle a la concentration en acide urique dans

I’échantillon.

» Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’aprées la formule suivante :

Abs échantillon
Abs étalon X concentration de I'étalon (100 mg/dl)

Acide urique (mg/dl) =

b. Dosage de créatinine
» Principe
Reéaction colorimétrique (réaction de Jaffé, sans étape de pré-traitement du spécimen) de la
créatinine avec 1’acide picrique en milieu alcalin dont la cinétique de développement est 25
mesurée a 490 nm. Cette méthode a été optimisée (spécificité, rapidité et adaptabilité) par le

développement d’une méthode cinétique 2 points (Fabiny et al., 1971 ; Labbé et al., 1996).

Créatinine + Acide picrique —»  Complexe créatinine-picrate

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration en créatinine
dans I’échantillon. Elle est déterminée par I’augmentation de 1’absorbance a 490 nm (490 - 510

nm).

» Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

Abs échantillon
Abs étalon X concentration de I’étalon (100 mg/dl)

Créatinine (mg/dl) =
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1.2.8. Etude des parameétres de stress oxydant

a. Dosage de MDA selon Esterbauer et al. (1992)
» Principe
Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud
avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut étre donc

mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm.

hitako ndialda hyde [H]

(hCea) Agside thiobarbiturique

(400 (TEA)

S\/N H Heo NYSH
g _,-/-N
H aH

Dérivé MDA (TBA),

coloré en rose

Figure 13. Figure représente la réaction de MDA.

» Préparation homogénat
250 mg tissu + 2.5 ml tampon TBS (tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) — broyage —
homogénat.
» Préparation des solutions
- Préparation du tampon Tris-Buffered Saline (tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4)

= Dissoudre 8,775 g NaCl dans 1L d’eau distillée, poser 6,057 g Tris et compléter le
volume a 1L par la solution NaCl (150 mM) ajuster le pH a 7,4.

= Solution Tri Chloroacetic Acid-Butylated Hydroxy Toluene TCA-BHT (TCA 20%,
BHT 1%).

= Dissoudre 20 g TCA dans 100 ml d’eau distillée.

= Poser 1gdeBHT.
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Compléter le volume & 100 ml par la solution TCA.

Agiter a chaud.

- Solution HCI (0,6 M)

Prélever 51,5 ml HCI.

Compléter le volume a 1L par ’eau distillée.

- Solution tris-TBA (tris 26 mM, TBA 120 mM)

Dissoudre 3,149 g tris dans 1L d’eau distillée.
Poser 17,299 g TBA.

Compléter le volume a 1L par la solution tris (26 mM).

Mode opératoire

Prélever 375 pl de I’homogénat.

Additionner 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).

Agiter (vortex).

Centrifuger a 1000 tours/min Pendant 10 min — formation du culot et surnageant.
Prélever 400 pl de surnageant.

Ajouter 80 ul HCI (0.6 M).

Ajouter 320 pl de la solution tris -TBA (tris 26 mM, TBA 120 mM).

Agitation, puis incubation au bain marie a une température de 80 °C pendant 10 min.

Figure 14. Agitation et incubation des échantillons.
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e Lecture de la densité optique a 530 nm contre le blanc (méme procédure sauf remplacer
I’eau distillée a lecture de la densité optique a 530 nm contre le blanc. L.’absorbance est

directement proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation

précise des lipides peroxydés.

Figure 15. Lecture des échantillons.

La concentration de MDA est calculée selon la formule suivante :

DO. 10°

C (nmol/mg protéine) = L% Fd

C : Concentration MDA en nmoles/mg de protéines.

DO : Densité optique lue a 530 nm.

g : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1.
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.

X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

b. Dosage de Glutathion S-transférase (GST) selon Habig et al. (1974)
» Principe
La mesure de I’activité des GST, consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général le 1-
chloro, 2.4-dinitrobenzene (CDNB), qui réagit facilement aux nombreuses formes de GST et
du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une
nouvelle molécule qui absorbe la lumiére a 340 nm. La méthode utilisée dans cette étude pour
doser les GSTs est celle de (Habig et al., 1974) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs

contenues dans I’homogénat sur un mélange (GSH+CDNB) a une température de 37 °C et a un
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pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est

mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.

» Préparation de ’homogénat

100 mg de tissu + 1 ml tampon phosphate (0,1 M pH 6,5) — broyage a froid — homogénat.

Figure 16. Préparation des homogénats.

» Préparation des solutions

- Preparation du tampon phosphate (0,1 M pH 6,5)
= Solution (A) : dissoudre 35,8 g de Na2HPO4 dans 1L d’eau distillée.

= Solution (B) : dissoudre 13,8 g de NaH2PO4 dans 1L d’cau distillée.

= Mélanger 61,5 ml de la solution (A) + 438,5 ml de la solution (B), et ajouter 21,39 g de

saccharose.

- Préparation de la solution CDNB (0.02 M)

= Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.

- Préparation de la solution GSH (0.1 M)
= Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.
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% Mode opératoire

Tableau 01. Mode opératoire de dosage de GST.

Les réactifs utilizes Blanc (ul) Echantillons (pl)
Tampon phosphate (0.1 M, pH 6.5) 850 850
CDNB (0.02 M) 50 50
GSH (0.1 M) 100 100
Surnageant - 20
Eau distillée 20 -

Figure 17. Lecture des échantillons.

L’activité de la GST exprimée en nanomoles de CDNB par minute par milligramme de

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

A DO échantillon — A DO Blanc
€. L. mgprot

GST (nmol CDNB/min/mg prot) =

A DO échantillon — A DO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute — moyenne

des DO des Blancs par minute.

¢ : Coefficient d’extinction moléculaire du CDNB, ¢ CDNB =9.6 mM-1.cm-1.

L : Trajet optique de la cuve =1 cm.
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c. Dosage des protéines dans un échantillon selon Bradford et Ward, (1976)
» Principe

Cette méethode utilise le bleu de Coomassie comme réactif qui réagit dans des conditions
acides avec I’arginine, et dans une moindre mesure, avec I’histidine, la lysine et les acides
aminés aromatiques. Le bleu de Coomassie se lie aux protéines par des interactions non-
covalentes (ponts hydrogéne, interactions hydrophobes et interactions ioniques). Sa longueur
d’absorption maximale augmente de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu) (Bradford et Ward,
1976).

- Réactif Bradford, Solution BBC (Bleu Brillant de Coomassie)
100 mg de BBC G250 est dissout dans 50 ml d’éthanol (95%), couvrir le bécher par de

I’aluminium.

= Agitation pendant 02 heures.

= Ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85%) + 850 ml d’eau distillée pour obtenir

une solution 1L.

= Filtrer puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température de 4 °C et a I’abri

de la lumiére.

» Préparation de la gamme d’étalonnage
- Solution mere de BSA (Bovin sérum albumine)
01 mg de BSA + 01 ml d’cau distillée — agitation.
% Mode opératoire

= Réparer 06 tubes de composition différente, aprés agitation, lire la densité optique a 595

nm:

Tableau 02. Le nombre de tubes et les compositions.

Tubes Compositions
01 4 ml BBC + 100 pl eau distillée + 0 ul BSA
02 4 ml BBC + 80 pl eau distillée + 20 ul BSA
03 4 ml BBC + 60 pl eau distillée + 40 ul BSA
04 4 ml BBC + 40 pl eau distillée + 60 pl BSA
05 4 ml BBC + 20 pl eau distillée + 80 ul BSA
06 4 ml BBC + 0 pl eau distillée + 100 pl BSA
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Cette gamme nous permet de tracer une droite y=ax+b pour calculer la concentration de

protéine dans 1’échantillon.

% Mode opératoire

= Prélever 0,1 ml (100 pl) de I’échantillon (surnageant)
= Ajouter 4 ml du réactif de Bradford.
= Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

Figure 18. Préparations des échantillons.

= Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc (4 ml de BBC + 0.1 ml eau distillée).
La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée. La
concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢talon d’albumine

sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.

d. Dosage de glutathion réduit GSH selon Wechberker et Cory, (1988)
» Principe :
Le dosage de I’activité du GSH est déterminé par la méthode colorimétrique de (Wechberker
et Cory, 1988). Le principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5’-
Dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) qui libére 1’acide thionitrobenzoique (TNB) ce dernier

présente une absorbance a 412 nm.
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Figure 19. Le mécanisme réactionnel du GSH (Baker et al., 1990).

> Protocol
A Taide d’un agitateur de type IKA VORTEX GENIVS 3, on mélange 0.8 ml

d’homogénat et 0.2 ml d'acide sulfosalicylique (0.25%), le mélange est plongé dans un
bain de glace pendant 15 min.

= Puis centrifuge a 1000 tours/min pendant 5 min.

= 0.5 ml de surnagent est prélevé et ajouter a 1ml du tampon trissEDTA (0,02 M, pH 9,6)
[63,04 g tris, 7,4448 g EDTA, 1000 ml eau distillée] et 0,025 ml de DTNB (0,01 M)
[3,96 g DTNB, 1000 ml méthanol absolu].

e Aprés 5 min a température ambiante I’absorbance est déterminée a une longueur d’onde

de 412 nm I’aide d’un spectrophotomeétre contre le blanc (eau distillé).

La concentration du GSH est estimée selon la formule suivante :

DO _vd  Vt

GST :(13.1XWX%

) /mg de protéines

GSH : Micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (nM/mg de protéines).

DO : La lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

13,1 : Coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml
homogénat].

Vh : Volume de I’homogénat utilisé dans la déprotéinisation : 0,8 ml.
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Vt : Volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/EDTA + 0,025 ml
DTNB].

Vs : Volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

1.2.9. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart-type (m £ s) et
illustrés par des tableaux et histogrammes. Le traitement statistique des résultats est exploité en
réalisant une analyse de variance a un facteur controle (ANOVA), le test de Tukey a été utilisé
pour comparer les groupes traités avec le groupe témoin et avec le groupe fenthion. Toutes les
analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel statistique Minitab 17.1 et Excel
16.0 (Microsoft, Inc.). Le niveau de signification statistique était fixé a p<0,05.

* . Difference significative (p < 0.05).
** . Différence hautement significative (p <0.01).

*** 1 Différence trés hautement significative (p < 0.001).
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1. Résultats

I1.1. Etude ethnobotanique

Le travail a impliqué la collecte de données lors d'une enquéte ethnobotanique, enregistrées
dans une base de données Microsoft Excel, et ensuite analysées pour mesurer les proportions
des différentes variables telles que le sexe, I'age, le niveau d'étude, la situation familiale, la
profession, mode de consommation, usages et dose journaliere consommée de I'Ephedra alata,
notamment dans le traitement des maladies. L'échantillon étudié se compose de 108 personnes,
37 hommes et 71 femmes, ce qui peut indiquer des tendances ou des différences de

comportement dans l'utilisation de la plante.

11.1.1. Résultats des informations sociodemographiques

Les résultats obtenus montrent la participation prédominante des femmes en comparaison a
celle des hommes avec un pourcentage de 64.5% contre 35.5%. Par ailleurs, I'Ephedra alata
est utilisée par tous les ages, avec une forte prédominance pour les 55-75 ans (46,8 %), 3,6 %
pour les 75 ans et plus, 5,4 % pour les 35-55 ans et 42,3 % pour les 18-35 ans. L'usage d'Ephedra
alata n'est que de 1,8 % pour les moins de 18 ans et ne présente pas d'intérét thérapeutique
significatif. Sur leur situation familiale, 'Ephedra alata est largement utilisee par les personnes
mariees, représentant 59,1% de I'échantillon, par rapport aux célibataires, qui ne représentent
que 37,3%. Cependant, les personnes veuves et divorcées ont une utilisation relativement moins
fréquente des plantes médicinales, représentant respectivement 1,8% et 1,8% de I'échantillon.
Aussi, la majorit¢ a un niveau d’étude universitaire (40.90%). Concernant [’activité
professionnelle, on révele des personnes sans travail (57.3%), des salaries (20%), ceux qui ont

une activité privée (14.5%), des femmes de foyers (8.2%) (Figure 24).
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Figure 20. Résultats sociodémographiques.

11.1.2. Mode de consommation de I’Ephedra alata

84,7% des personnes qui consomment la tisane de I’E. alata la préparent par tisane, par contre
15.30% la prennent en poudre (Figure 25).

= Tisane = En poudre

—

Figure 21. Mode de consommation de I’Ephedra alata.

11.1.3. Usages de I’Ephedra alata

Selon les résultats obtenus 84.2% des participants a 1’enquéte, consomment I’Ephedra pour

des fins thérapeutiques, 15.80% I’utilisent a des fins culinaires (Figure 26).
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84.80%

15.20%

Fin thérapeutique Utilisation culinaire

Figure 22. Usages de I’Ephedra alata.

11.1.4. Dose journaliére consommeée de I’Ephedra alata

L'enquéte a révelé que la majorité des personnes enquétées prennent I’Ephedra alata une fois
par jour, ce qui représente 91,6% de I'échantillon. Seulement 8,4% des participants ont déclaré
prendre deux doses par jour, tandis qu’aucun n'a rapporté prendre la plante trois fois par jour.
Ces résultats suggerent une tendance marquée vers une utilisation quotidienne modérée de

I'Ephedra alata dans la population étudiée (Figure 27).

91.60%
8.40%
Ay
Une dose par jour Deux doses par jour Trois doses par jour

Figure 23. Dose journaliere consommée de I’Ephedra alata.
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11.2. Etude des paramétres biologiques

11.2.1. Effet du fenthion et ’Ephedra alata sur I’évolution pondérale

Nos résultats montrent une diminution du poids corporel chez les lots traités aux fenthion,

Ephedra alata et traitement combinée comparativement au lot témoin.
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=
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Figure 24. Variation du poids corporel chez rats temoins et les rats traites.

11.2.2. Effet du fenthion et I’Ephedra alata sur les poids relatif et absolu du rein

L'évolution des poids relatif (PR) et des poids absolu (PA) du rein chez les rats témoins et les

rats traités est soulignée par nos résultats :

- Concernant le poids relatif du rein, les résultats obtenus montrent qu’il y a eu une
augmentation significative (p<0.05) chez les groupes traités par le fenthion
comparativement au groupe témoin. Par contre, une diminution non significative chez
les autres lots.

- Concernant le poids absolu du rein, les résultats obtenus montrent qu’il y a eu une
augmentation significative (p<0.05) chez les groupes traités par le fenthion
comparativement au groupe témoin. Par contre, une diminution a été remarquée chez

les rats traités par I’Ephedra alata par rapport au témoin.
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Tableau 03. Variation du poids relatif et absolu du rein chez le lot témoin et les lots traités.

Poids T F E E+F
Poids relatif du rein | 0,429 + 0,039 | 0,470 + 0,018 | 0,392 + 0,046 | 0,442 + 0,031
(9/1009) * ns ns
Poids absolu du rein | 2,320 £ 0,305 | 2,534 £ 0,417 | 2,280 + 0,192 | 2,410 + 0,274
(9) *
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Figure 25. Variation du poids relatif et absolu du rein chez le lot témoin et les lots traités.

11.3. Etude des paramétres biochimiques

11.3.1. Effet du fenthion et ’Ephedra alata sur la concentration plasmatique de I’acide

urique et créatinine

D’aprées les résultats obtenus, on observe :

- Une augmentation significative (p<0.01) chez le lot traité par le fenthion.

- Une diminution non significative comparativement au lot témoin chez le lot traité par

I’Ephedra alata.

- Une diminution significative (p<0.01) comparativement au lot fenthion et une

diminution non significative comparativement au lot témoin chez le lot combiné (E+F).

Concernant le taux de la créatinine, nous avons enregistre :

- Une diminution non significative chez les lots traités par I’Ephédra alata par rapport au

témoin.
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- Une augmentation significative (p<0.01) chez les lots traités par le fenthion.

- Une augmentation significative (p<0.05) chez le lot de combinaison (E+F)

comparativement au lot fenthion et témoin.

Tableau 04. Variation de I’acide urique et la créatinine chez le lot témoin et les lots traités.

Parametre/Lot T F

E

E+F

Acide urique | 3,587 £0,646 | 4,989 + 1,325

3,541 +0,290 | 3,617 +0,595

(g/l) ** ans aﬂS b **%
Créatinine 6,799 £ 0,385 | 9,041+2,308 | 6,948 +£0,695 | 7,935+ 1,332
(mg/dl) *x a™ a*, b*

Acide urique (g/l)
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Figure 26. Variation de I’acide urique et la créatinine chez le lot témoin et les lots traités.

[ (*p <0.05, **p<0.01, *** p< 0001, ns: No significance; a vs T: b vs F) ]

11.3.2. Effet du fenthion et d’Ephedra alata sur le statut redox rénale

a. Taux du malondialdéhyde (MDA)
Nous avons constaté :

- Une élévation significative (p< 0.01) chez le lot traité par le fenthion.

- Une diminution non significative chez le lot traité par I’Ephedra alata.

- Une augmentation significative (p<0.05) comparativement au témoin et une diminution

significative (p<0.05) par rapport au fenthion chez le lot combiné.
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b. Activité de la glutathion S transférase (GST)
Nos résultats montrent :

- Une diminution significative (p<0.01) chez le lot traité par le fenthion par rapport au
témoin.

- Une augmentation significative (p<0.05) chez le lot traité¢ par I’Ephedra alata par
rapport au témoin.

- Une augmentation significative (p<0.01) chez lot combiné comparativement au

fenthion.

c. Activité de glutathion réduit (GSH)

Nos résultats montrent :

- Une diminution significative (p<0.01) chez le lot traité par le fenthion par rapport au
témoin.

- Une augmentation non significative chez le lot traité par I’Ephedra alata.

- Une diminution significative (p<0.01) comparativement au témoin et une augmentation

significative (p<0.05) par rapport au fenthion chez le lot combiné.

Tableau 05. Variation du taux de ’'MDA, GST et GSH rénale chez le lot témoin et les lots

traites.
Paramétres/lots T F E E+F
MDA (nmol/mg | 0,243 £0,043 | 0,423 £0,073 | 0,241 £ 0,054 | 0,304 + 0,102
prot) ax* a™ a*, b*
GST (nmol/min/mg | 0,215+ 0,071 | 0,126 + 0,010 | 0,298+ 0,049 | 0,205 + 0,061
port) ax* a* a", b**
GSH (nmol/mg 0,363 £ 0,096 | 0,201 0,064 | 0,386 + 0,070 | 0,243 + 0,030
prot) ax* a™ a**, b*
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Figure 27. Variation des MDA, GST et GSH chez le lot témoin et les lots traités.
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11.4. Etude histopathologique

11.4.1. Effet du fenthion et ’Ephedra alata sur I’histologie rénale

L’observation microscopique du rein des rats traités par le fenthion et Co- administrés par
I’Ephedra alata alenda montrent une architecture semblable a celle des témoins et moins
désorganisee comparativement a celle observée chez le lot traité par le fenthion. Les
changements positifs causés par la plante apparaissent a travers 1’observation d’une dilatation

moins importante des tubules et des congestions locales tres faibles et ’absence de la nécrose.

- Les sections des rats témoins (A et B) et des rats traités par I’Ephedra alata (E et F)
montrent un aspect histologique normal du parenchyme rénal avec une architecture
typique des glomérules (G), des tubules contournes proximaux (TP) et distaux (TD).

- Les sections des rats traités par fenthion (C et D) montrent une architecture désorganisée
du parenchyme renal avec de nombreuses altérations cellulaires a savoir une congestion
et une dilatation des vaisseaux sanguins (Astérisque), et une dilatation de la chambre
glomérulaire (Fleche noire) et une nécrose (Fleche rouge).

- Lessections des rats traités par E + F (G et H) montrent une structure classique du cortex

rénal sans Iésion visible.
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G Groupe (E + F) H Groupe (E + F)

Figure 28. Aspect histologique du rein chez le rat témoin et traités (A, C, E, G Gr x 400) et
(B, D, F, H Gr x100) coloration H&E.
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111. Discussion

» Etude ethnobotanique

L'enquéte ethnobotanique menée sur le terrain dans la wilaya de Tébessa a interrogé 108
personnes, réparties dans diverses communes. Les résultats obtenus ont corroboré ceux d'autres
études ethnobotaniques, soulignant le role prépondérant des femmes dans la médecine
traditionnelle. Il apparait que les femmes ont recours aux plantes médicinales bien plus
fréquemment que les hommes dans ce contexte (Salhi et al., 2010). Nos résultats indiquent que
I'utilisation d'Ephedra alata varie selon le sexe. Les femmes questionnées utilisent la médecine
traditionnelle plus que les hommes. Cette disparité peut s'expliquer par plusieurs facteurs. Il est
possible que les femmes aient une plus grande connaissance et expérience dans la cuisine, ce
qui les rend plus enclines a utiliser des ingrédients naturels comme notre plante dans leurs
préparations culinaires. Elles peuvent étre plus sensibles aux bienfaits nutritionnels de cette
plante et l'incorporer dans leur alimentation de maniére réguliere. De plus, les femmes ont
souvent une préoccupation plus prononcée pour leur bien-étre général et sont plus enclines a se
tourner vers la phytothérapie et les remedes naturels, et aussi par leur responsabilité en tant que
meres. Ces résultats confirment d’autres travaux ethnobotaniques (Boughrara et Belgacem,
2016). Concernant I'age, Les résultats obtenus indiquent en effet que les plus agés possédent
davantage de connaissances en Ephedra alata que les autres classes d'age. Selon les résultats
de I'étude menée par Lazli et al. (2019), les plantes médicinales sont principalement utilisées
dans la tranche d'age de 50 a 75 ans, représentant un taux significatif de 48,7%. L expérience
accumulée avec 1’age constitue la principale source d’information a 1’échelle locale au sujet de
I’'usage des plantes comme I'Ephedra alata en médecine traditionnelle (Mehdioui et
Kahouadji, 2007). Dans la zone d’étude, la grande majorité des usagers de I'Ephedra alata
sont des individus ayant suivi des études universitaires. Nos résultats sont cohérents avec les
résultats de I'étude menée par Ouadeh et al. (2021) montrent que la grande majorité des usagers
des plantes médicinales sont des universitaires, avec un pourcentage de 59%. Cela différe de
mes résultats (Benkhnigue et al., 2010). L'Ephedra alata est beaucoup plus utilisées par les
personnes mariées. Effectivement, les résultats obtenus par Bouzid et al. (2016), corroborent
cette constatation selon laquelle les plantes médicinales sont beaucoup plus utilisée par les
personnes mariées 80.80% que par les célibataires 19.20%. Car celles-ci leur permettent
d’éviter ou de minimiser les charges matérielles exigées par le médecin et le pharmacien
(Benkhnigue et al., 2010).
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Il semble que la tisane soit en effet la forme d'utilisation la plus courante de I'Ephedra alata.
Selon I'étude menée par Hachi et al. (2015), qui montre la popularité de cette méthode de
préparation dans les pratiques médicinales traditionnelles avec un pourcentage élevé de
76,13%. La tisane offre souvent une fagon simple et accessible de bénéficier des propriétés
thérapeutiques des plantes médicinales, y compris de I'Ephedre alata, et elle est généralement

facile a préparer a la maison.

Nos résultats obtenus indiquent que I'Ephedra alata est utilisé par des personnes sans travail,
ce qui est en contradiction avec certaines études qui indiquent que les personnes qui travaillent
comme paysans sont les plus susceptibles d'utiliser 'Ephedra en raison de leur contact avec des

plantes médicinales telles que I'Ephedra et de leur grande expérience (Rhattas et al., 2016).

Dans la zone d'étude, I'Ephedra alata est principalement utilisée a des fins thérapeutiques, ce
qui est coherent avec l'usage traditionnel de cette plante dans la médecine. 1l semble que I'étude
menée par Ladoh-Yemeda et al. (2016) confirme également que cette affirmation souligne
I'importance continue des plantes médicinales dans les pratiques medicinales. La majorité des
personnes enquétées prennent I’Ephedra alata une fois par jour. Contrairement a mes résultats
(Benkhnigue et al., 2014) qui montre que 90% des personnes enquétées n'ont pas respecté la

dose et la durée de I’utilisation des plantes médicinales.

» Effet du fenthion et ’Ephedra alata sur I’évolution pondérale

La variation du poids corporel est un indicateur de la détérioration de I’état de santé général
de I’animal. Nos résultats montrent que I’exposition au fenthion et le traitement par I’Ephedra
provogue une diminution significative du poids corporel en comparaison avec les témoins.
Cette diminution de poids corporel est associée a une baisse de la prise de la nourriture et de

I’eau chez les rats traités.

Nos résultats confirment ’hypothése, d’autres travaux, sur la relation entre le poids corporel
et la prise de nourriture et boisson suite au traitement par les pesticides (Tripathi et Srivastav,
2010). Cela pourrait étre expliqué par I'effet délétére de fenthion induisant une diminution de
la prise alimentaire, une mauvaise appétence des aliments ou une altération de l'absorption
intestinale des nutriments (Ball et Chhabra, 1981 ; EI-Sheikh et Galal, 2015). Nos résultats
sont en accord avec des études antérieures réalisées sur des rats adultes traités par des
insecticides qui ont montré également une diminution significative de leur poids corporel (El-
Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al., 2011 ; Medjdoub, 2013 ; Mossa et al., 2014 ; Anadn
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etal., 1991 ; Bourbia, 2013 ; Bouhali, 2015 ; Wayland, 2015). Contrairement a nos résultats,
(Bhaskar et Mohanty, 2014).

Cependant, nos résultats sont en accord avec 1’étude de Boozer et al. (2001), qui affirme que
I’Ephedra alata favorise la perte de poids. Aujourd’hui, ’Ephedra alata a été utilisée pour
améliorer la performance, la suppression de ’appétit et la perte de poids. Plusieurs études ont
montré que les associations éphédrine/caféine étaient modestement efficaces pour la perte de
poids a court et a long terme. De plus, I'effet anti-obésité de I'Ephedra alata a été attribué a
I'Ephédrine ; un alcaloide majoritaire trouvé dans le genre Ephedra alata, classé comme un
agent thermogénique ayant une fonction de stimulation sur le nerf sympathique. Cet effet
stimulant provoque une augmentation du taux métabolique basal qui contribue a la perte de
poids (Shekelle et al., 2003 ; Tiss et al., 2020).

» Effet du fenthion et I’Ephedra alata sur les poids relatif et absolu du rein

Généralement, les altérations de la masse relative des organes refletent la toxicité apres
I’exposition a une substance toxique ; le foie et les reins sont les premiers organes affectés par
la réaction métabolique provoquée par le toxique (Jothy et al., 2011). Nos données révelent
que le traitement par le fenthion provoque une augmentation significative (p<0,05) du poids
absolu et relatif des reins. L'augmentation du poids relatif des reins chez les rats exposés au
fenthion peut étre attribuée a I’effet toxique de I’insecticide ou a la réduction du poids corporel
des animaux traités. (Simons et al., 1995) ont signalé que 1’augmentation du poids absolu ou
relatif des organes des animaux représente un indicateur de la cytotoxicité induite par les

insecticides.

Par contre, la supplémentation de I’Ephedra chez les rats exposés au fenthion permet de
normaliser le poids relatif et absolu du rein ; il semble que la co-administration de I’Ephedra a

entrainé une amélioration du poids du rein en atténuant la toxicité de 1’insecticide.

» Effet du fenthion et ’Ephedra alata sur la concentration plasmatique de I’acide

urique et créatinine

La présente étude a démontré que I’administration du fenthion augmente significativement
les taux plasmatiques d'acide urique et de créatinine chez les rats. Cette augmentation des
biomarqueurs rénaux indique la capacité diminuée des reins de filtrer les déchets du sang et de

les excréter dans ’urine reflétant ainsi une altération de la fonction rénale.
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Il a été montré que I'exposition au pesticides organophosphorés (OP) provoque
I’augmentation significative du taux de créatinine sérique et de l'acide urique chez des rats

traités (EI-Demerdash et al., 2013).

En ce qui concerne l'acide urique et la créatinine, des études ont montré que I'Ephedra alata
peut contribuer a réduire la concentration de ces substances dans le sang, offrant ainsi une
protection rénale contre les effets néfastes du stress oxydant. Cette diminution des niveaux
d'acide urigue et de créatinine peut étre attribuée a lI'amélioration de la fonction rénale induite
par les composeés présents dans I'Ephedra alata, tels que les flavonoides. Ces résultats suggérent
un potentiel bénéfique de I'Ephedra alata sur la santé rénale en réduisant les effets cytotoxiques
du stress oxydant et en améliorant les processus de défense cellulaire (Khodja et Lecheheb,
2021).

> Effet du fenthion et d’Ephedra alata sur le statut redox rénale

Le stress oxydatif cellulaire rénal est produit souvent lors de I’apparition du déséquilibre entre
les prooxydants et les antioxydants (Sung et al., 2013). La peroxydation lipidique est
probablement le produit le plus largement consideré créer par les radicaux libres et qui est donc

considéré comme un excellent biomarqueur du stress (Messaoudi et al., 2009).

Durant I’exposition des rats au fenthion, nos résultats révelent que ce médicament a provoqué
une augmentation hautement significative (p<0,01) du taux en MDA au niveau des reins ainsi
qu’une diminution trés hautement significative (p<0,01) dans le taux de GSH et GST. Ces
résultats sont cohérents avec ceux apportés par (Shah et Igbal, 2010) ont rapporté que
I'utilisation de DZN augmentait significativement la peroxydation lipidique de maniére dose-
dépendante dans les tissus rénaux et qu'avec l'augmentation de la dose de DZN, une
augmentation plus importante du niveau de MDA était observée. Ils ont également démontré
que le traitement par DZN diminuait le glutathion GSH rénal et réduisait les activités des
enzymes antioxydantes, y compris les enzymes impliquées dans le métabolisme du glutathion,
et produisait des oxydants en grande quantité avec des lésions rénales concomitantes, qui sont
toutes impliquées dans la cascade d'événements conduisant aux lésions oxydatives et a la

toxicité rénale médiées par la DZN.

Par contre aprés un traitement de 30 jours par I’extrait de I’Ephedra alata on remarque une
baisse du taux du MDA et une augmentation du taux de GSH et GST rénal par rapport aux
témoins traités par le fenthion. Nos résultats soutiennent les recherches précédentes, dans

lesquelles I'étude suivante démontrait que l'extrait d'Ephedra alata alenda induisait une
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augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes GSH, CAT et GST chez le rat. Les
données ont révélé qu'un total de 22 composés phénoliques ont été identifiés dans divers extraits
d'E. alata (Bourgou et al., 2020). Des études récentes ont révélé que I’E. alata et ses
flavonoides apparentés exercent leur activité en éliminant I'hydroxyle, le superoxyde, les
peroxydes lipidiques (Mighri et al., 2019) le radical d’oxygene et le peroxynitrite par un
processus de piégeage (Zhu et al., 2020). Elle a joué un rble d’antioxydant grace a la présence

de biomolécules connues pour leurs propriétés antioxydantes (Algahtani et al., 2023).

» Effet du fenthion et I’Ephedra alata sur I’histologie rénale

Le rein est un organe cible pour les composés xénobiotiques notamment les polluants
environnementaux suite au volume sanguin supplémenté élevé et son réle en concentrant les
solutés. Cette susceptibilité du rein a la toxicité produise une variété d’effets toxiques rénaux
impliquant les cellules tubulaires et glomérulaires (Mohamed et al., 2003). Ces résultats ont
été confirmés par I’examen histologique des reins qui a montré des altérations
histopathologiques marquées dans le tissu rénal chez le lot traité par le fenthion, comprenant
une dilatation de la chambre glomérulaire et des tubules proximaux et distaux, une congestion
des vaisseaux sanguins et une nécrose. Nos résultats concordent avec des études antérieures qui
ont documenté des resultats similaires chez des rats albinos males exposés a des insecticides a
base d'avermectine (Eissa et Zidan, 2010 ; Khaldoun-Oularbi et al., 2015 ; Magdy et al.,
2016 ; Nasr et al., 2016).

De plus, le traitement combiné de fenthion et Ephedra dans la présente étude a mis en
évidence une amélioration des altérations histologiques du rein. Cette action néphro-protectrice
de notre plante est due probablement a ses capacités antioxydantes et antiradicalaires
documentée par des travaux antérieurs (Mufti et al., 2023 ; Cao et al., 2022 ; Chen et al.,
2022).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion et perspectives

Pour la lutte contre les organismes nuisibles, tel que les insectes, les moisissures ... tout ce
qui est mauvais a I’agriculture. L’homme utilise des pesticides sans préter attention aux

dommages qu'ils causent, ce qui est la cause principale de nombreuses maladies et épidémies.

Dans cette situation, notre sujet suscite l'intérét. D'une part, pour étudier les dommages du
fenthion sur le fonctionnement rénal et les parameétres biochimiques chez les rats Wistar, d'autre
part, nous avons opté pour I'Ephedra alata alenda, une plante médicinale réputée pour ses

vertus thérapeutiques.

Afin de finaliser notre étude, nous avons mesuré des paramétres biochimiques, certains

indicateurs de stress oxydant et I'nistopathologie rénale chez les rats méles Wistar.

Les résultats obtenus indiquent :
v Une diminution du poids corporel et augmentation du poids relatif et absolu des reins.
v Désordres d'histopathologie.
v’ Perturbation des parametres biochimiques.
v

Stress oxydant qui s’installe au niveau des reins.

Toutefois, I’addition de I’Ephedra alata alenda permet d’améliorer I’ensemble des

parametres mentionné dans cette étude.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats obtenus ont permis de mettre en évidence I’action
protectrice de I’extrait de I’E. alata et sa capacité a moduler la néphrotoxiques causée par le
fenthion chez le rat male Wistar. Cette action protectrice de I’Ephedra pourrait étre attribuée a

la capacité anti-oxydante et ’effet anti-inflammatoire.

Il serait judicieux de compléter cette recherche par une étude approfondie s’intéressant :
e [L’identification des substances chimique de I’Ephedra alata alenda par des méthodes
chromatographiques telle que le CCM, HPLC, CPGMS...
e Tester I'effet antioxydant des extraits végétaux par d’autres méthodes de piégeage :
DPPH, FRAP, Caroténoides...
e D’évaluer ’expression d’autres anticorps comme la P53, K167, Bax et les caspases.
e Réaliser une étude in silico (bioinformatique) pour mettre en évidence le mécanisme

moléculaire de I’effet protecteur de I’Ephedrine.
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Annexes

Questionnes de ’enquéte ethnobotanique Ephedra alata (8ilal))

Q1. Est que vous connaissez I'Ephedra ?

Oui ] Non []

Q2. Est que vous consommez I’Ephedra ?

Oui [ ] Non [ ]

Q3. Si non est que quelqu’un de votre entourage la consomme ?

Oui ] Non [_]

Q4. Si oui de quelle maniére vous avez utilisée ?

Tisane [ ]  Enpoudre [ ]

Informations personnelles :

Sexe: Femme [ ] Homme [ ]

Age: <18 [ | 1835 [ ] 35-55 [ | 55-75 [ | >75 ]
Situation familiale :

Célibataire [ | Marié (e) [ | Veuf (Ve) [ ] Divorcé (e) [ |
Niveau d’étude :

Analphabete [ ] Primaire [ ] Secondaire | Lycée [_] Universite [ ]
Profession :

Sanstravail [ ]  Activité privée (Commergant, Agriculteur...) [ ]|  Salarié(e) [ ]
Retraité(e) Femme au foyer [ |

Autre, précisez :

Maladies chroniques : Oui [ ] Non [ ]
Sioui: Diabete [ ] HTA [ ] Cholestérol [ ] Autre [ ]
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Q7. Dans quel but elle est utilisée ?

Fin thérapeutique [ ] Utilisation culinaire [ ]

E N L o] (1o =4SSR SPRRS

Q8. Les effets thérapeutiques pour lesquelles vous utilisez Ephedra sont :

Q9. Quielle est la quantité que vous prenez ?
Une dose par jour []  Deuxdoses parjour [_]  Trois doses par jours [ ]

Q10. Quielle est votre appréciation sur Pefficacité de la plante ?
pp P

Excellente [ ]  Bonne [ ] Moyenne [ | Aucune [ ]

Q11. Est que la plante a des effets indésirables ?
Oui [ ] Non [ ] Vous ne connaissez pas [ |

S OUT CIEZ- IS oo e

Q12. Est que vous mélangez la plante avec d’autres plantes ?

Oui [ ] Non [ ]

S OUT CIEEZ-lBS oo e e

Les Solution : TCA-BHT, Tris-TBA et HCI (le produit est dilué avec I’eau distillée)

Figure A. Préparation des Solution : TCA-BHT, Tris-TBA et HCI (le produit est dilué avec
I’eau distillée).
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Les solutions : CNDB et GSH

Figure B. Préparation des Solution : CNDB et GSH.

Solution BBC

Figure C. Préparation du BBC.
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Les solutions : SSA, DTNB et tris-EDTA

Figure D. Préparation des solutions : SSA, DTNB et tris-EDTA.
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