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Résume

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’évaluation de la cytotoxicité in vitro des extraits hydro-
méthanoliques de plantes médicinales Moringa oleifera et de I’Ephedra alata, qui ont une grande
importance thérapeutique dans le monde et a usage multiples. Dans la premiére partie de notre
protocole, les extraits sont préparés par macération, le rendement d’extraction est calculé et la
teneur en polyphénols totaux est déterminé. Dans la deuxieme partie, on a évalué la cytotoxicité
des extraits a différentes doses (250 a 5000 pg/ml) par le test d’hémolyse. Les résultats montrent
que I’E. alata est plus riche en polyphénols totaux. Pour le test d’hémolyse, les extraits de plantes
ne montre aucune cytotoxicité a faibles concentrations avec une dose seuil sans effet toxique de
500 pg/ml pour E. alata et de 1000 pg/ml pour de M. oleifera, au-dela de ces doses, 1’effet
hémolytique est dose-dépendant mais qui reste faible par rapport a celle de 1’acide gallique.

En conclusion, I’effet cytotoxique des extraits de plantes étudiées est attribué aux composants
phytochimiques qu’elles contiennent, ainsi, il est 1i¢ a la forte concentration des extraits, avec une

cytotoxicité plus élevé pour E. alata.

Mots clés : Moringa oleifera, Ephedra alata, cytotoxicité, hémolyse, in vitro.




Abstract
This study is part of the evaluation of the in vitro cytotoxicity of the hydro-methanol extracts of
Moringa oleifera and Ephedra alata medicinal plants, which are of great therapeutic importance
worldwide and for multiple uses. In the first part of our protocol, the extracts are prepared by
maceration, the extraction yield is calculated and the total polyphenols content is determined. The
second part evaluated the cytotoxicity of extracts at different doses (250 to 5000 pg/ml) using the
hemolysis test. The results show that E. alata is richer in total polyphenols. For the hemolysis test,
plant extracts show no cytotoxicity at low concentrations with a threshold no toxic effect dose of
500 pug/ml for E. alata and 1000 pg/ml for M. oleifera, beyond these doses, the hemolytic effect is

dose-dependent but still weak compared to that of gallic acid.

In conclusion, the cytotoxic effect of the studied plant extracts is attributed to the phytochemical
components they contain, so it is related to the high concentration of the extracts, with a higher

cytotoxicity to E. alata.

Keywords: Moringa oleifera, Ephedra alata, cytotoxicity, hemolysis, in vitro.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner les maladies, les plantes médicinales sont considérees
comme une source essentielle de matiere premiére pour la découverte de nouvelles molécules
d’intérét thérapeutique. Les plantes médicinales sont le premier réservoir de nouveaux composes
bioactifs, ils font partie intégrante de la phytothérapie qui consiste a traiter les différentes maladies
par des extraits de plantes (Jdaidi et al, 2023).

Ces derniéres décennies, la phytothérapie gagne en importance comme une alternative
thérapeutique aux médicaments basées sur les molécules de synthése, justifiant I’accroissement de
la production de certaines plantes médicinales, en particulier, les plantes des milieux arides (El
khasmi, 2022).

L "utilisation inconsidérée des plantes médicinales peut provoquer des intoxications graves parfois
mortelle. En effet, les herbes vendues par les herboristes et les plantes de cueillette peuvent
représenter un réel danger pour la santé. Plusieurs études réalisées sur les traitements traditionnels
a base de plantes ont fait état de problemes de toxiciteé ou d'interaction pouvant causer des échecs
thérapeutiques ou des accidents (Boumediou et Addoun, 2017). De ce fait, I’'usage doit étre de
maniére rationnelle afin d’éviter tout type de toxicité (Natalia vinogradova , 2023).

Parmi ces plantes médicinales, le Moringa oleifera, appelé communément le moringa, un arbre
originaire des régions subhimalayennes de I'Inde et dans les climats subtropicaux et tropicaux. Les
différentes parties du moringa telles que les feuilles, les fleurs, les fruits et I'huile extraite des
graines offrent une diversité d'usages a des fins alimentaires, thérapeutiques et cosmétiques. Ces
différentes parties possédent chacune des vertus médicinales particuliéres (kutullo et al, 2023),
Mais une consommation excessive peut s’avérer toxique, en effet, la toxicité des graines a été
observée chez les rats a des niveaux aigus et subaigus avec un extrait méthanolique. (Ashutosh et
al, 2023).

Ephedra alata subsp. alenda, est une plante trés utilisees en médecine traditionnelle pour le
traitement de diverses maladies. Elle contient de nombreux métabolites secondaires, dont des
alcaloides, et parmi les principaux alcaloides qui composent la plante, « I’éphédrine » qui est
responsable d’une part de la toxicité et d’autre part elle possede de nombreuses propriétés
thérapeutiques (KEBELI, 2016). Des études précédentes ont montré son effet toxique a forte dose

provoquant une hépato toxicité avec une nécrose massive (song et al ,2023).
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Dans cette optique, 1’objectif de cette étude est d’évaluer la cytotoxicité d’extrait hydro-
méthanolique de la partie aérienne d’Ephédra alata et des graines de Moringa oleifera par le test
d’hémolyse in vitro afin de déterminer les doses sans risque de toxicité.
A cet effet une synthese bibliographique est faite, elle est divisée en deux chapitres :
» Le premier chapitre de notre travail va porter sur des généralités concernant les plantes
meédicinales étudiees.
> Le second porte sur des généralités sur la toxicologie et les tests d’évaluation de la toxicité
notamment 1’hémolyse.
La deuxiéme partie expérimentale comporte la méthodologie de travail et les différents résultats
obtenus sont discutés.
Enfin, notre mémoire se termine par une conclusion générale présentant les principaux résultats

de cette étude avec les perspectives.
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I.1. Plante étudiée : Moringa oleifera
1.1.1. Description botanique

L’arbre est a croissance rapide, elle peut atteindre 7 a 12 métres de hauteur (Figure 1). Le tronc
est généralement droit, parfois trés peu développé, il atteint 1,5 a 2 métres de haut avant de se
ramifier. Les branches poussent de maniére désorganisée et la canopée est en forme de parasol
(Paula et al, 2021).

Les feuilles, alterne et bi ou triperennees, elle se développent dans la partie terminale des branches.
Elles mesurent 20 a 70 cm de long, elles sont recouvertes d’un duvet gris lorsqu’elles sont jeunes.
Les fleurs dégagent une odeur agréable, elles sont blanches ou de couleur creme (Attilio et al
2021).

Les fruits forment des gousses a trois lobes qui pendent des branches, elles sont seches, chaque
gousse contient entre 12 et 35 graines (Figure 2). Les graines sont globulaires, sphériques, 1 cm

de diametre ; trois cotés, et peser environ 0,3 g en moyenne. Les graines ont un noyau brun moyen

avec trois ailes pales (Chirania et al, 2022).

1.1.2. Origine et répartition géographique

Originaire des régions subhimalayennes de I'Inde et du Pakistan, M. oleifera est I'espéce la plus
cultivée de la famille des Moringaceae (une famille monogénérique), elle était utilisée par les
anciens Romains, les Grecs et les Egyptien (Nurmaziah et al, 2022). Aujourd’hui, il se retrouve
sur  trois continents et dans plus de cinquante  pays  tropicaux et
subtropicaux (Figure 3) (Leone et al.2016).

Trés résistant a la sécheresse, M. oleifera se retrouve dans les zones tres arides comme
le Sahara ; mais il préfére les climats semi-tropicaux humides. Son introduction en Afrique de
I’Est a eu lieu au début du 20éme siecle par le biais du commerce et des échanges maritimes (Foidl

et al, 2001).
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Figure 1 : M. Oleifera (arbre de vie). (Luis ,2021).

— -

Figure 3 : Zones au monde ou pousse la plante M. oleifera (Trees For Life, 2013).
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1.1.3. Dénomination vernaculaire

L'arbre Moringa est également appelé « arbre miracle », son nom scientifique est Moringa oleifera
Lam. Les noms vernaculaires et autres appellations sont tres nombreux et varient selon les pays,
les plus courants sont les suivants : Moringa, ananambo (Madagascar), nébéday (Sénégal), saijhan
(Guyane Frangaise) (Bibi et al, 2020). Le tableaul présente la systématique de M. oleifera
(Ashutosh et al, 2023).

Tableau 1 : Systématique de M. oleifera (Ashutosh et al, 2023).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobiophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsyda

Sous — classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
L’espéce Oleifera

I.1.4. Usages traditionnels

Toutes les parties de la plante sont consommées comme nourriture ou utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement de maladies inflammatoires, infectieuses, métaboliques,
tumorales, respiratoires, l'arthrite, athérosclérose, soulagement de douleur...etc. (Jaja-Chimedza
et al. 2017).

Les feuilles traitent l'asthme, TI'hyperglycémie, la dyslipidémie, la fiévre, la toux,
le choléra_,I' hypertrophie_du_foie et de la rate, les infections, les_ulceres. I'inflammation, la
diarrhée, les maux de téte , les spasmes (Zahidul et al, 2021).

L’action des racines est principalement antiseptique, anti inflammatoire sédative, cardiotonique,
potentialisateur de certains médicaments analgésiques et antidépressifs (Louni S ,2019).

Le jus des fleurs est utilisé pour stimuler la production de lait chez les méres allaitantes et améliorer

sa qualite. La tisane de fleurs est utilisée contre la grippe et la toux.



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cholera
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hepatomegaly
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/venous-ulcer
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Les gousses consommeées crues sont réputées vermifuges et utilisées pour traiter les douleurs
articulaires.
Les graines sont utilisées pour traiter les rhumatismes, l'arthrite, les crampes, la goutte et les

maladies sexuellement transmissibles (Olson M.E., 2001).

1.1.4.1. Usage alimentaire

M. oleifera est couramment utilisée en alimentation dans les sociétés africaines, et asiatiques.
89,29% d’utilisation dans I’alimentation humaine, les feuilles auraient une valeur nutritive pour
les personnes de tout age, elles sont utilisées pour la préparation de la sauce, trés riche en vitamine,

protéine et sel minéraux (Atakpama et al, 2023).

1.1.5. Phytochimie de la plante

Les études photochimiques menées sur M. oleifera ont montré la présence des polyphénols comme
les tanins et les flavonoides. Elle contient également les protéines et des composés minéraux tels
que I’azote, phosphore, calcium, magnésium, potassium, fer et sodium (Tableau 2). (Pamo et al.,
2014 ; Belhi et al. 2018).

Presque toutes les parties de M. oleifera et de ses isolats ont été étudiées pour la recherche. Sur la
base de la littérature collectée entre 2010 et 2022, plus de 90 composés ont été identifiés, dont
beaucoup ont un potentiel thérapeutique. Il contenait une grande quantité de composés
phénoliques, principalement des flavonoides, des acides phénoliques et leurs glycosides (Tableau
3). Des alcaloides, des tanins, des saponines, de I'isothiocyanate et du glucosinolates ont également

été trouvés dans les feuilles de M. oleifera (Mohamed et al ,2021).
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Tableau 2 : Composition chimique de la graine de M. oleifera. (Boukandoul, 2019).

Composition chimique

Teneurs (g/100g de grain)

Humidité
Protéines
Lipides totaux
Cendres
Fibres
Carbohydrates

9,7-9,9
33,3-36,0
38,7-41,2
3,9-4,1
2,9
8,7-22,1

Tableau 3 : Phytochimie de M, Oleifera. (Liu et al ,2022). (Alexandre et al, 2015)

Familles

Composées

Flavonoides

Quercétine, Kaempférol,

Acides phénolique

Acide gallique , Acide férulique , Vanilline,

Acide caféique, L'acide ellagique, Moringine,

Catéchine
Saponines Elles sont constituées d'un aglycone dérivé de
I'isoprénoide, appelé génine ou sapogénine
Tanins des composés phénoliques solubles dans l'eau

qui se lient et précipitent les alcaloides.

Glucosinolates

Hydroxybenzyl glucosinolates , benzyl

glucosinolates

Isothiocyanates

Benzyl isothiocyanates

Alcaloides marumoside A, marumoside b, I’acetate ,
moringine , moringinine
Stéroides B-sitostérol, B-Sitosterone
Autres Glycérol-1-, Mthionine, Cystéine , Moringine
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1.1.6. Toxicité

La consommation excessive du M. oleifera peut entrainer des effets secondaires indésirables. Des
symptémes tels que des nausées, des vomissements, des diarrhées et des maux d'estomac ont été
signalés chez les personnes consommant des doses élevées de M. oleifera, il faut pouvoir discerner
les parties de moringa propres a la consommation. Les feuilles fraiches peuvent également causer
des distensions gazeuses abdominales si elles sont ingérées en grande quantité. Les femmes
enceintes ou en allaitement doivent consulter un médecin avant de consommer du M. oleifera,
surtout si elles n’en connaissent ni I’origine, ni la dose préconisée dans leur cas particulier.

A partir de ces constatations, des études ont été menées pour évaluer le potentiel toxique de la
plante. Une étude a été menee chez des rats pour evaluer le potentiel de toxicité aigué de la poudre
de feuilles de M. oleifera, elle a révélé que I'administration orale de feuilles séchées jusqu'a 2000
mg/kg n'avait aucun effet nocif ou mortel sur le corps humain, de plus, les expériences menées
pour les études aigués et subaigués ont indiqué que I'extrait d'écorce de tige n'a causé aucun effet
toxique jusqu'a 2000 mg/kg (Ashutosh et al, 2023). La plupart des publications rapportent que M.
oleifera n'a pratiguement aucune toxicité. Cela pourrait également étre di au fait que trés peu

d'études de toxicite ont été menées a ce jour (Rong liu et al, 2022).

D’autre part, une toxicité des graines de M. oleifera a eté observée chez les rats a des niveaux aigus
et subaigus avec un extrait méthanolique, I’étude a révélé une toxicité aiglie & une dose de 4 000
mg/kg, tandis qu'une mortalité a été observée a une dose de 5 000 mg/kg. (Ashutosh et al, 2023).
En effet, Les graines de M. oleifera contiennent des composés toxiques tels que I'isothiocyanate
de benzyle et la lectine. Ces composés peuvent causer des effets indésirables tels que des
vomissements, des diarrhées et des douleurs abdominales chez les consommateurs (Fahey, 2005).
Les racines de M. oleifera contiennent des alcaloides toxiques tels que la spirochine et la
moringine. Ces alcaloides peuvent causer des effets indésirables tels que des convulsions, des
tremblements et méme la mort chez les consommateurs, kasolo et al, 2011 ont montré que I’extrait

méthanolique des racines a provoqué des lésions au niveau des reins et du foie des porcs d’Inde.
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1.1.7. Effets biologiques
1.1.7.1. Effets antioxydant

M. oleifera contient des anti-oxydants comme les flavonoides et de 1’acide ascorbique dans les
feuilles, les fleurs et les graines. Des études ont montré que la plante est riche en polyphénols, ce

qui lui donne une grande capacité anti-oxydante (Paula et al., 2021)
1.1.7.2. Effets antibactériens

M. oleifera a été décrite pour avoir des propriétés antibactériennes importantes, (Bijal et
Bhumika, 2015). Les extraits au solvant de ses composants (feuilles, fleur, pulpe et graines) été
proposés pour une utilisation dans le traitement de divers troubles infectieux, seuls ou en

association avec d'autres antibiotiques (Dzotametal., 2015).
1.1.7.3. Effets anti-inflammatoires

Selon les études précédentes, l'extrait de feuille et d'écorce montrent une activité anti-
inflammatoire comparable au diclofénac. Des propriétés anti-inflammatoires de la racine ont

également été rapportées (Gurvinder et al., 2012 ; McKnight et al., 2014).

1.1.7.4. Effets anticancéreux

M. oleifera est employée dans le traitement du cancer et présente également un potentiel chimio
préventif contre les cancérigenes chimiques via la voie hépatique. L’effet anti cancérigéne de
plusieurs composeés, a savoir l'isothiocyanate glycosylé, le carbamate de benzyle, la niazimycine
et le B-sitostérol, qui ont des propriétés anti tumorales contre les cancers du poumon, du sein, de
la peau, de l'cesophage et du pancréas. Ces composés se retrouvent en fortes concentrations dans

les graines et les feuilles (Paula et al 2021).
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I.2. Plante étudiee : Ephédra Alata

1.2.1. Description botanique

Ephédra alata subsp. Alenda est une espéce réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau
dans les régions sahariennes. C’est un arbuste de 1 a 3 m de rameux d’un vert jaunatre, de petite
feuilles opposées, réduites, soudées en gaine a leur base (Meyer et al, 2008), les fleurs en petits

cones, leurs tiges photosynthétiques toujours vertes en forme de balai (Figure 4).

1.2.2. Origine et répartition géographique

E. Alata appartenant a la famille des Ephedraceae, elle pousse principalement dans les zones
désertiques d’Asie, d’Amérique, d’Europe et d’Afrique du nord (Figure 5) (Zhang et al, 2018).
En Algérie, elle se trouve dans le Sahara occidental et septentrional au niveau des terrains sableux,
elle est trés utilisée par la population de la région d’Ouargla (Al snafi et al, 2017).

1.2.3. Dénomination vernaculaire
Selon les herboristes et les personnes pratiquant la médecine traditionnelle, E. alata est appelée en

Algérie Alenda ; les noms vernaculaires de la plante sont :

e Arabe: Alenda, Alanda Majana, Theel Maiz, Ephedra, Anab Bahar, Ather Jashia.
e Europe: Ephédra
e Chine : Ma Huang (Al Snafi et al, 2017).

Le Tableau 4 représente la systématique de la plante

Figure 4 : Partie aérienne d’Ephedra alata (chaieb et al, 2008)
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Figure 5 : Répartition géographique de I’E. alata dans le monde (Caveney et al, 2015)

Tableau 4 : La systématique de I’Ephédra alata (Ozenda ; 1991)

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Gymnospermes

Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espece Ephedraalata
Sous espéce Ephedraalata alenda

11
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1.2.4. Usages traditionnels

E. alata est tres utilise en medecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies, les tiges
vertes sont les organes les plus utilisés a raison de 93 % et les « fruits » avec un pourcentage de 7
% Les tiges vertes sechées sont administrées sous forme de the chaud (Hadjadj et al., 2020).
Cependant, E. alata a été utilisé dans la médecine traditionnelle chinoise pour traiter les allergies,
I’asthme, la congestion pulmonaire, les frissons, les rhumes, la rhume des foins, la toux, 1’cedéme,
la fievre, la grippe, les maux de téte et la congestion nasal. E. alata joue un r6le important dans le
traitement de l'infection au COVID-19 et inspire I'orientation future du traitement de la maladie
par la médecine traditionnelle chinoise (Tang et al, 2023)

E. alata a été couramment utilisé dans les pays occidentaux pour la perte de poids corporel et
I’amélioration des performances sportives. L’administration oral qui regroupe la majorité des
modes de préparation : infusion, maceération, decoction, tisane, poudre interne est la plus
préconisée (Ould hadj et al ,2003).

En Algérie, elle est utilisée contre la grippe, la coqueluche, la faiblesse et les rhumes par la
population de la région d’Ouargla et de 1’Oued, la plante est utilisée contre les avortements, le
cancer, le diabéte, la toux, I'ulcére intestinaux, 1’0bésité et I’insuffisance rénale et cardiaque
(Hadjadj et al, 2020).

1.2.5. Phytochimie de la plante

L’analyse phytochimique d’éphédra indique la présence des alcaloides, des flavonoides, des
tanins, des polysaccharides, des saponines, et des acides phénoliques (Tableau 5). Ses constituants
actifs comprennent principalement des alcaloides d'éphédra, et les composants non alcaloides
présentent des propriétés antioxydants, immunosuppressives et hypoglycémiantes (Tanget al,
2023)

12
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Tableau 5 : 1a Phytochimie d’E. alata

Familles

Principaux composées

Alcaloides

L’éphédrine et D-pseudoéphédrine, L-noréphédrine et D-norpseudoéphédrine,
L-méthyléphédrine et D-methylpseudoephedrine. Ils sont collectivement appelés
éphédrine. (Tanget al,2023)

E. Alata contient environ 0.5 & 2 % d’alcaloides du total, éphédrine forme

de 30 a 90% selon les especes (Limbert et al, 2013).

Flavonoides

Quercétine, lutéoline et la rutine (Tanget al, 2023).

Tannins

On trouve les tanins hydrolysables et les tanins condenses, ces tanins

localisent dans tous les organes comme les feuilles et les fleurs (Jean-

autoine, 2017).

Glucides

Largement distribués dans les tiges. La composition en monosaccharides montre
que le glucose est le sucre le plus abondant (43.1%), le galactose (36.4%), le
mannose (14.9%) (Soua et al, 2020)

13
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1.2.6. Toxicité

L’utilisation des produits contenant d’éphédra a également été associée a des effets néfastes sur la
sante chez certaines personnes, les effets secondaires sont aggravés par son mauvais usage. La
partie aérienne constitue la partie toxique de I"éphédra. Elle contient I"éphédrine qui est I"alcaloide

majoritaire de cette plante (40 a 90% des alcaloides totaux) (Phinney et al, 2005)
1.2.7. Effets biologiques

1.2.7.1. Effet antioxydant
L’extrait méthanolique d'E. alata a montré une activité antioxydante élevée et de puissantes

capacités de piégeage des radicaux libre d’oxygene. (Al Snafi et al, 2017).

1.2.7.2. Effet antimicrobien

De nombreuses études ont rapporté que I’E. alata est une herbe antimicrobienne, différents types
de bacteries et de champignons ont été étudiés. De plus, E. alata posséde une activité antivirale
élevée contre le HSV (virus herpés simplex) (Danciu et al, 2018)

1.2.7.3. Effet sur la masse corporelle

Une étude a montré que la supplémentation en E. alata inhibait fortement I’activité de lipases
intestinal et pancréatique chez les rats obeses, cette diminution d’activité des enzymes digestives
lipidiques a entrainé une réduction de la prise de poids. D’autre part, plusieurs études ont montré
que les combinaisons éphédrine /caféine étaient modérément efficaces pour la perte de poids a
court et a long terme (Al Saidi et al, 2022).

1.2.7.4. Effet anti-inflammatoire

Des études antérieures ont montré I’effet anti-inflammatoire d’E. alata, cet effet est di aux
polysaccharides et a I’éphédroxane présents dans la partie aérienne de la plante (Dephne et al,
2020).

1.2.7.5. Effet anticancéreux

Des études ont montré que I'extrait méthanolique d’E. alata apres fractionnement avec de l'acétate
d'éthyle et du butanol avait une activité anti tumorale significative chez les atteintes d'un cancer
de la peau, et il a montré un effet inhibiteur sur la croissance tumorale dans le corps (Zhang et al,
2018).

14
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Il. Evaluation de la toxicité

I1.1. Généralité sur la toxicologie

Le terme toxicologie qui vient du grec poison a été créé au XVII siecle, C’est une discipline
scientifique qui étudie la nature et les effets de sources toxiques dans l'organisme ou dans des

systemes biologiques.

La toxicologie se préoccupe des effets nocifs ou indésirables de substances ou de facteurs
environnementaux sur les organismes vivants, en particulier sur 1’homme pour la plupart, les
composes qui en sont responsables soit n’existent pas physiologiquement dans I’organisme

(xénobiotiques), soit agissent & des concentrations élevees non physiologique.

L’effet d’un toxique dépend toujours de I’espéce et de la dose, le mode de pénétration, 1'état du
sujet, de perturber certaines fonctions vitales, de Iéser gravement des structures organiques ou
d'entrainer la mort selon leur origine, on distingue les toxiques synthétiques et les toxiques
naturels (toxines) provenant des microorganismes, des plantes ou des animaux (Reichl, 2004).

Le pére de la toxicologie Paracelse (1493-1541) médecin et philosophe a largement contribué au
développement de la toxicologie scientifique on lui reconnait sa célebre phrase « Tout est poison,

rien n’est poison, c’est la dose qui fait le poison ».

L’organisme est exposé a de nombreux toxiques présents dans 1’environnement. Ces toxiques

peuvent pénétrer dans 1’organisme par trois portes d’entrée principales :

% La voie digestive, pour toute substance ingérée.
¢ La voie respiratoire pour les substances gazeuses, mais aussi pour les particules en

suspension ou les aérosols, qui contaminent I’environnement.

X/
L %4

La voie percutanée pour les substances capables de traverser la peau (Loomis, Wallacem

,1996).

La pharmacocinétique évalue comment le toxique est géré dans 1’organisme, généralement en
mesurent la concentration, sont utilisé pour caractériser 1’absorption, distribution, le métabolisme,
et I’excrétion (ADME) d’un compose.au contraire la pharmacodynamique est pour principal

objectif de recueillir des informations sur les effets de toxique dans 1’organisme (Figure 6).
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17 Exposition a un toxique

Les vois administrations Les effets

pharmacologiques

l r

Devenir du toxique dans Effets du toxique sue le site

I’organisme d’action
Pharmacocinétique pharmacodynamique
Etude de la relation dose —concentration Etude de la relation dose —réponse

Figure 6 : Exposition a un poison (Reichl, 2004)

11.2. Les différentes formes de toxicité

On distingue en général trois formes d’intoxication suivant la rapidité d’apparition, la sévérité et
la durée des symptomes, et la rapidité d’absorption de la substance toxique, une terminologie assez

arbitraire, bien qu’utile en pratique, repose sur la durée de 1’exposition au toxique.

La toxicité d’une substance est sa capacité a produire des effets nocifs a un organisme vivant selon
la dose, la fréquence et la durée d’exposition, temps d’apparition des signes cliniques. On distingue

cliniqguement trois formes essentielles de toxicité illustrées dans le tableau... :

% La toxicité aigué.
J

+ La toxicité a court terme (subaigué ou subchronique).

% Latoxicité a long terme (ou chronique) (Hamoudi, 2021).
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-Tableau 6 : Les différentes formes de toxicité (gilles Lapointe, 2004).

Forme Fréguence Durée
Aigue Unique <24 heures

Subaigué Répétée 1 Mois
Subchronique Repétée 1-3 Mois
Chronique Répétée >3 Mois

11.2.1. La toxicité aigué

La toxicité aigue est une exposition de courte durée par voie buccale, cutanée, ou pulmonaire d’une
dose unique ou multiples ne dépassant pas 24 heures, en général les symptémes d’intoxication se
développent rapidement, la mort ou la guérison surviennent sans retard (Claverie et Hedde, 2008).
L’¢étude de la toxicité aigué¢ aboutit classiquement a la détermination de la dose 1étale 50 (DL50)
qui désigne la dose d’une substance causant la mort de 50% d’une population animale dans des
conditions d’expérimentation précises. De ce fait, la mesure de la DL50 peut établir un classement
déces substances plus qu’elle est faible, plus que la substance est toxique, et I’inverse est juste.
La toxicité aigué, méme au sein d'une espece particuliére, peut varier avec des problemes de santé
; &ge ; sexe ; constitution génétique ; différences d'absorption, de distribution, de métabolisme, et

I'excrétion du composé ; et l'influence (Hayes. Kruger, 2014).
11.2.2. Toxicité subaigué

Elle correspond a ’administration répétée d’un produit, sur une période n’excédant pas 3 mois.
Elle permet d’identifier ’organe ou le systeme sur lequel le toxique agit préférentiellement.

(Hamoudi, 2021)

11.2.3. Toxicité chronique

La toxicité chronique est définie comme la preuve d’effets toxiques aprés administration répétée
d’une substance d’essai sur une période de 90 jours ou plus. (Boukeloua, 2009).
Selon I’association du Vermont, la toxicité chronique est la capacité d’une substance a causer des

effets néfastes sur la sante des humains, des animaux, des poissons et d’autres organismes vivants
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sur une période prolongée ou par des expositions multiples qui se produisent sur une période de
temps. (Hamoudi, 2021)
Une étude de la toxicité chronique doit permettre de déterminer :

o Le type et la nature des effets toxiques.

o Ladose seuil, qui est une dose sans effet toxique.

o Le temps d’apparition des effets toxiques.
Cependant, il est souvent difficile de faire la distinction entre les expositions et les effets chronique,
et il est egalement difficile de classer les effets spécifiques (Tableau 7). Une exposition aigue peut
entrainer des effets chronique, et I’exposition et les effets ne sont pas toujours prévisibles (Reichl
F.X, 2004, Max. et al, 2006).

Tableau 7 : Comparaison entre I'exposition aigu€ ou chronique et l'effet aigu ou Chronique
(BOUKELOUA ,2009).

Toxicité Exposition Effets Exemples

Court terme Court terme (Ex : irritation cutanée causée
par le
Contact avec une solution treés
diluée

Aigue D’acide sulfurique)

Iong terme (Ex. : trouble Respiratoire

persistant a la suite d’une
courte

Inhalation d’une forte
concentration de

Chlore)

Court terme (Ex. : sensibilisation cutanée a
Long terme L’¢éthyleéne diamine a la suite
d’un contact pendant plusieurs
années)

(EX. : cancer du

Foie, du poumon, du cerveau et
long terme du systéme

Hématopoiétique causé par
I’exposition a des Doses
¢élevées de chlorure de vinyle

Chronique

pendant Plusieurs années)
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11.3. Les différents types de test de toxicité
11.3.1. Tests in vivo

Les tests in vivo nécessitent I’utilisation d’organismes vivants, notamment sur les animaux de
laboratoire. Les choix se portent de préférence sur les souris, les rats, les cobayes et les lapins issus
de reproduction consanguine, et dans quelques cas aussi sur d’autres mammiféres. La substance a
tester est administré quotidiennement par gavage. Les animaux sont suivis, des paraméetres sont
surveillés quotidiennement comme la réponse au toucher de la queue, salivation, horripilation, la
consommation d'eau et d'aliments et le poids corporel. Parmi les tests in vivo on a le test de dose
létal (DL 50), il exprime la toxicité aigle (Reichl, 2004).

11.3.2. Tests in vitro

Les tests in vitro consiste a utiliser des cellules ou des tissus cultivés ou maintenus dans un
environnement de laboratoire contrdlé pour examiner les propriétés toxiques de divers composés
et mélanges. Cela permet en outre d'examiner la toxicité des xénobiotiques au niveau de base de
la cellule sans impliquer I'interaction d'effets systémiques physiologiques complexes, qui sont

souvent observés dans des organismes entiers (Eisenbrand et al ;2002)

11.3.3. Hémolyse

11.3.3.1 Définition

L'hémolyse (hemo : sang, lyse : perturbation) ¢’est un phénomene physiologique irréversible due
a une libération des composants intracellulaires des érythrocytes notamment I’hémoglobine, suite
a une perturbation de la membrane cellulaire des globules rouges (GR) aprés une durée de vie de
120 jours qui est un laps de temps normal. L’hémolyse physiologique est estimée entre 1 % et 2
% de la masse globulaire totale. Elle est essentiellement intra tissulaire (extravasculaire) et une
faible partie est intravasculaire (Thomas., 2013). L hémolyse pathologique ou hyper-hémolyse est
la destruction précoce et exagérée des GR circulants sous I’effet d’un processus hémolytique qui
peut étre intrinseque (hémolyse corpusculaire) ou extrinseque (hémolyse extra-corpusculaire). Elle
est responsable d’une anémie hémolytique, elle touche toujours un des constituants vitaux du GR

(la membrane, les enzyme ou I’Hb).
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La crise hémolytique (hémolyse aigué, sévere) est rare ; elle peut s'accompagner de frissons, de
fievre, de douleurs lombaires et abdominales, d'un état de prostration et de choc.

L'hémoglobinurie provoque une urine rouge ou brun rougeatre (Thomas, 2013).

11.3.3.2 Cause d’hémolyse

L'hémolyse peut étre causée par des facteurs intrinséques, dans le cas ou la cause est liée au GR
lui-méme, notamment, des défauts de production de la membrane des GR, dans la production d’Hg
comme dans la thalassémie, ou bien dans le métabolisme des GR, ce sont les facteurs de I’anémie
hémolytique héréditaire.

Les facteurs extrinseques, c’est le cas de I’anémie hémolytique acquise causée par des facteurs a
médiation immunitaire, tels certaines infections bactériennes et virales, ou des facteurs permanents
dans le cas de ’anémie hémolytique auto-immune, les effets secondaires de certains médicaments
(céphalosporines, anti inflammatoires non steroides, la pénicilline et ses dérives,...) et les agents
chimiques des plantes toxiques capables de modifier 1’intégrité cellulaire en induisant une
réorganisation et des changement morphologiques qui résultent d’une cascade d’effets a partir de
’altération de la membrane lipidique conduisant finalement a la formation de sphéricités et par
conséquent la lyse des hématies (Mintzer et Billet., 2009 ; Hill et., 2018).
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Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche, physiologie, physiopathologie et
biochimie de la nutrition (Ppabionut) a 'université Abou bekr belkaid, Tlemcen.

1. Préparation du matériel végétal
Le matériel végétal utilisé correspond a la partie aerienne de la plante E. alata, récolté dans la
région de Ourgla et les graines de moringa oleifera qui ont été acheté chez un herboriste a Tlemcen
sous forme de graines, le séchage est fait a I’étuve a 37°C, puis le matériel végétal a été broyées
pour obtenir une poudre fine (Figure 7 et 8), ensuite conserver jusqu’a leur utilisation dans des

sachets en papier dans un endroit sec.

Figure 7 : E. alata en poudre Figure 8 : M. oleifera en poudre

2. Préparation d’extraits

Cette étape consiste a extraire les principes actifs (polyphénols) contenant dans la plante. La
meéthode utilisée est celle de I’extraction par macération, 10g de la matiére vegétale a été soumise
a une maceération dans 200ml de solvant contenant méthanol /eau (70 /30 : v / v) a température
ambiante et sous agitation pendant 48h. Apres la macération, I’extrait est récupéré par filtration
sur papier Wattman, ensuite le solvant est évaporé a 40 °C sous pression réduite a I’aide d’un

évaporateur rotatif (Figure 9).
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Maceration Filtration évaporation

Figure 9 : Les étapes d’extraction de polyphénols (photo originale).
3. Rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction est le rapport entre le poids d’extrait déterminé aprés évaporation du
solvant, et le poids de la plante séche soumise a I’extraction. Il est exprimé en pourcentage, il est

calculé suivant la formule suivante :

R % = M Ballon aprés évaporation—M Ballon videl M échantillon+100
Avec :
Masse ballon apres évaporation — Masse de ballon vide : Masse de I’extrait brut (g).
Masse échantillon : Masse de matiere végétale (g). (Boubekri ; 2014)

4. Dosage des polyphénols totaux

Principe : La détermination de la teneur en polyphénols totaux des extraits phénoliques des plantes
étudiées est faite par I’utilisation de réactif de Folin Ciocalteu selon la méthode de Wong et al,

2006 et I’utilisation des différentes concentrations d’acide gallique comme standard.

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupement hydroxyles

présents dans I’extrait. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin —
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Ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleu, 'intensité de la couleur est proportionnelle liée

aux taux des composes phénolique oxydes.

v" Mode opératoire :

Figure 10 : Protocole de dosage des polyphénols.

La lecture de I’absorbance de chaque extrait a été effectuée a I’aide d’un spectrophotométre a une
longueur d’onde de 760nm contre un blanc qui contient du méthanol a la place de ’acide gallique.
La concentration des polyphénols totaux a été déduit a partir de la courbe d’étalonnage d’acide

gallique (Annexe A 1). Le résultat a été exprimé en microgrammes d’équivalents d’acide gallique

par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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5. Préparation de la suspension érythrocytaire

La suspension érythrocytaire a été préparée suivant les étapes décrite par Rani et al., 2014, des
globules rouges humaine obtenue a partir de sang frais du coude d’un volontaire sain qui n’a pas
pris d’anti-inflammatoires dans les « 48h » qui précédent le préléevement.

Les prélévements sanguins ont été réalisés dans des tubes a héparines. La centrifugation du sang
a « 3000 rpm/10min », aprés élimination du surnageant, le culot est lavé 3 fois par une solution
physiologique chaque lavage suspendu & nouveau dans ce méme volume que le surnageant
éliminer et une centrifugation a « 3000 rpm/5 min » (Figure 11). Aprés la derniére centrifugation,
le culot est suspendu a nouveau dans une solution du PBS iso-salin & raison de (1volume) du culot

et (9 volumes) du PBS, permettant ainsi d’obtenir un hématocrite a « 10% » (Figure 12).

Figure 12 : Suspension érythrocytaire (photos originale)
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6. Test d’hémolyse

Le principe : Mettre en contact des hématies avec 1’extrait hydro-méthanolique a différentes

concentrations (250 ; 500 ; 1000, 2000, 5000 pg/ml), dans une solution isotonique et de suivre le

taux d’hémoglobine libérée par les cellules hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de

I’extrait, vis-a-vis des GRh.

v' Mode opératoire

Le test d’effet hémolytique des extraits végétaux étudiés est réalisé selon la méthode de
Bulmus et ses collaborateurs (2003). Dans des tubes a hémolyse, 1,6 ml de chaque extrait
et ’acide gallique est mélangé avec un volume de 0,4 ml de la suspension de GRh (10%).
Deux contrdles ont éteé realisés dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait avec de
I’eau physiologique (controle négatif) ou avec de I’eau distillée (controle positif
correspondant a 100% d’hémolyse).

Nous avons utilisé de I’acide gallique comme molécule de référence avec les mémes
démarches expérimentales que les extraits des plantes.

Ces tubes sont ensuite incubés a 37 °c pendant 30 minute, aprés I’incubation centrifugé a
3000 rpm pendant 10 min.

La lecture de des absorbances est effectuée a 560 nm a I’aide de spectrophotometre contre

un blanc contenant du PBS.
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1,6 ml de chaque extrait + 0,4 mi
de suspenssion erythrocytaire

\J

Incubation a 37 °c pendant 30
minute

3

centrifugation a 3000 rpm pendant
10 minute

lire les absorbances a 560 nm a
l'aide de spectrophotométre contre
un blanc contenant de pbs

\J

Figure 13 : Protocole d’évaluation de la cytotoxicité des extraits de plantes par le test
d’hémolyse.
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Figure 14 : Test d’hémolyse (photo originale).

7. Expression des résultats

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :

%d’hémolyse=(AT/AC) *100

AC : absorbance de controle ; AT : absorbance de test

28




Reésultats

ET
Interpretations




Résultats et interprétations

1. Le rendement d’extraction

Apres I’extraction et la récupération des extraits, son rendement a ét¢ déterminer par rapport la

matiere végétale seche, exprime en pourcentage et représenté dans la figure 15.

20,00%
18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

M Ephedra alata M Moringa oleifera

Figure 15 : Rendement d’extraction en %.

Les résultats montrent que les plantes M. oleifera et E.alata renferme un rendement important en

polyphénols totaux, I’extrait de graines de M. oleifera a donné un rendement de 18,10%, plus élevé

par rapport & ’extrait de la partie aérienne d’E. alata qui a donné un rendement de 16,40%.
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2. Taux des polyphénols

La quantité des polyphénols totaux dans les extraits est exprimée en microgramme équivalant
d'acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg ES). Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Teneurs en polyphénols dans les extraits en ug EAG/mg ES.
Les résultats montrent que les plantes étudiées sont riches en polyphénols, I’extraits d’E.alata
contient une forte teneur en polyphénols (60,79 ug EAG/mg ES) par rapport a celle de ’extrait de
M. oleifera (32,04 ug EAG/mg ES).

3. Test de cytotoxicite

Le test in vitro de cytotoxicité représentée par le pourcentage d’hémolyse des GRh est effectué
en utilisant des GRh d’un volontaire sain en bonne santé.

Différentes concentrations de I’extrait brute de M. oleifera et E. alata, ainsi qu’une molécule
de référence, I’acide gallique, ont été testé. Pour chaque extrait on a évalué le pourcentage
d’hémolyse et mesuré 1’absorbance de I’Hb libérée des GRh par hémolyse, en comparaison au
controle négatif (C-, solution de GRh dans de I’eau physiologique, ayant un taux d’hémolyse
trés faible,13,94%) et au controle positif (C+, solution de GRh dans de I’eau distillée afin de
provoquer une hémolyse totale, 100% d’hémolyse).

Les resultats obtenus sont représentés dans les figures suivantes :
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Figure 17 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouge par I’acide gallique.

C- :13,94% ; C+ :100%

Nos résultats montrent que I’acide gallique représente un effet hémolytique faible (12,01%) a la
concentration de 250 pg/ml en comparaison avec le contrdle négatif (C-:13,94%), Cet effet
hémolytique augmente a un taux 23,09%, a la concentration 500 pg/ml et un taux de 34,25% a la

concentration 1000 pg/ml apres un taux élevé 65,61% a la concentration 2000 pg/ml et atteint un
maximum de 88,02 % a la concentration 5000 pg/ml.

Moringa oleifera
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Figure 18 : pourcentage d’hémolyse des globules rouge par M. oleifera

C-:13,94% ; C+ :100%
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Ephedra alata
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Figure 19 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouge par E. alata
C-:13,94% ; C+ :100%
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Figure 20 : Pourcentage d’hémolyse des globules rouges par M. oleifera et E. alata.
C- :13,94% ; C+ :100%

32




Résultats et interprétations

100
g 90 =
o 80
£
E 70 _
£ 60
=
- 50
()
® 4
£ 30
o
5 20
<)
0 [~ ™
c() 250 500 1000 2000 5000 C(+)
Concenration (pug/ml)
B Ephedra ® Moringa acide gallique Controle (-) ® Controle (+)

Figure 21 : Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre acide
gallique et M oleifera et E. alata.

L’extrait de M. oleifera montre un taux d’hémolyse des GRh faible a la concentration 250 et 500
et 1000 pg/ml (8,41% ; 10,25% ; 11,18%) compare au contrble négatif (13,94%), ce taux augmente
avec la concentration 2000 pg/ml pour atteindre (21,98%) d’hémolyse, a la concentration 5000

pg/ml un taux d’hémolyse plus important (32,40%).

L’extrait d E. alata exerce un effet hémolytique léger aux concentrations 250,500,1000 pg/ml avec
un pourcentage d’hémolyse qui est en moyenne de (9% a 21,53 %) et atteint 49 % a la
concentration 2000 pg/ml et 75% & la concentration 5000 pg/ml.

On remarque que ’extrait de M. oleifera est moins cytotoxique par rapport a I’extrait d’E. alata.

De plus, les résultats montrent que les deux extraits exercent un effet cytotoxique faible par rapport

a I’acide gallique (molécule de référence).
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Discussion

Les plantes médicinales sont utilisées dans de nombreuses régions du monde pour traiter
diverses maladies, elles continuent d’étre largement utilisés dans leur forme originale, les
données publiées indiquent qu’environ 80% de la population mondiale comptent sur la
médecine des plantes (Karunamoorthi et al, 2013).

En Algérie, les plantes médicinales sont utilisees comme aliments et traitement pour plusieurs
maladies depuis des décennies avec peu de preuves scientifiques de leur innocuité, en effet, la
pratique s’est fortement appuyée sur I’expérience clinique.

La phytothérapie utilise les principes actifs de plantes ayant des propriétés
pharmacodynamiques bien précises et pouvant induire des incidents toxiques tres importants.
Les phénols représentent la principale famille de composants végétaux biologiquement actifs
mais qui peuvent avoir des effets néfastes sur la santé humaine (Cyboran et al., 2012).

Dans cette optique, la présente étude a pour objectif d'évaluer la toxicité in vitro des extraits
hydro-méthanolique de la partie aérienne d'E. alata et de la graine de M. oleifera par un test
d'hémolyse afin de déterminer la dose seuil au-dela de laquelle certains effets néfastes sur la
santé sont susceptibles.

La détermination du rendement d’extraits phénoliques a permis d’obtenir un bon rendement
en polyphénols, en effet, la macération au méthanol est la meilleure technique d'extraction des
polyphénols. Dans nos résultats, on a obtenu un rendement de 16,40% avec /’E. alata, ce qui
est tres proche des résultats rapportés precedemment (Kebli 2016). Quant a la plante de M.
oleifera, le rendement est de 18,10 %, soit un pourcentage un peu faible par rapport a celui
obtenu par Laksmiani et al. (2020), qui est estimé a 24,08 %.

Les résultats montrent que les plantes étudiées renferment des teneurs importantes en
polyphénols totaux, I’extrait d’éphédra contient une teneur en polyphénols plus élevé avec
60,79 ug EAG/mg ES par rapport a I’extrait de M. Oleifera avec une teneur de 32,04ug
EAG/mg ES. Nos résultats sont supérieurs a ceux déterminés par Mahmoudi et al (2013) qui
ont obtenus des concentrations de 19,88 pour /’E. alata, alors que pour le M. oleifera, sarkar
et al (2017) montrent une teneur plus élevée de 53.52 mg EAG/g MS.

Pour le test de cytotoxicité, le pourcentage d’hémolyse est évalué pour chaque extrait de
plante étudiée a different concentration a savoir 250, 500, 1000, 2000, 5000 pg/ml en
mesurant ’absorbance d’hémoglobine libérée par les GR hémolysées.

Concernant le test des GR par I’acide gallique, nos résultats montrent que I’effet hémolytique
de cette molécule de référence est dosé dépendante, le pourcentage d’hémolyse atteint un taux
élevé de 65,61% a la concentration 2000 pg/ml et un maximum de 88,02 % a la concentration
5000 pg/ml.
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Les résultats obtenus avec 1’extrait d’E. alata montrent que le taux d’hémolyse aux
concentrations de 250 et 500 pg/ml, qui est de 9% et 10% respectivement reste faible
comparé au controle négatif et par rapport a celle de I’AG aux mémes concentrations, de ce
fait, on peut suggérer que la concentration de 500 ug/ml est la dose seuil sans effet toxique,
nos résultats sont concomitantes avec celle de Kmail et al, (2017 ) qui ont montré qu’il n'y a
pas d'effet toxique significatif de la plante d’E. alata jusqu'a la concentration de 500ug/ml.
Au-dela I’effet hémolytique de I’extrait d’E. alata est dose-dépendant et atteint un maximum
de 75 % avec la concentration 5000 pug/ml mais qui reste inférieur a celle de I’AG. Nos
résultats obtenus sont cohérents avec ceux trouvés par Muhammmad et al, (2019) qui ont
montré que I'hémolyse augmentait avec l'augmentation de la concentration d'extrait
phénolique d'E. alata.

Pour I’extrait de graines de M. Oleifera, nos résultats montrent que le taux d’hémolyse aux
concentrations de 250 & 1000 pg/ml, qui est de 9 % a 75 % respectivement reste faible
comparé au contrdle négatif et par rapport a celle de I’AG aux mémes concentrations, de ce
fait, on peut suggeérer que la concentration de 1000 pg/ml est la dose seuil sans effet toxique.
A partir d'une concentration de 2000pg/ml, le taux d'hémolyse augmente jusqu'a atteindre
32,40% a 5000pg/ml mais qui reste inférieur a celle de I’AG. D’apres les résultats obtenus, on
peut constater que I’extrait de M. oleifera est moins cytotoxique par rapport a ’extrait d’E

alata.

L’effet hémolytique des extraits de plantes ¢étudiées est attribué aux composants
phytochimiques qu’elles contiennent, ainsi, il est lié a la forte concentration des extraits
(Mpongo et al., 2022).

L’hémolyse resulte de la lyse de la bicouche lipidique de la membrane, selon les études
précédentes les polyphénols se localisent dans la monocouche lipidique externe de la
membrane érythrocytaire, en effet, elles s'incorporent dans la zone hydrophile de la
membrane, modifiant ses propriétés (Cyboran et al., 2012).

Des analyses phytochimiques antérieures ont révélé la présence des alcaloides, des tanins, des
flavonoides, des acides phénoliques, des saponosides dans des extraits alcooliques d’Ephédra
(Nile & Park, 2014), d’autre ont révele la présence des tanins, flavonoides, saponines,
alcaloides dans I’extrait de la graine de M. Oleifera (Singh et al., 2020).

Certains composés présents dans les plantes ont un effet toxique. La partie aérienne E. Alata
constitue la partie toxique de I'Ephedra. Elle contient 0.5 a 2 % d’alcaloides du total,

notamment 1’éphédrine. (Limbert et al, 2013). Plusieurs études ont révélé que les alcaloides,
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a fortes doses, sont hautement toxiques pour l'organisme bien qu'ils soient bénéfiques pour le
traitement de multiples maladies (Mohammedi, 2013).
Des saponosides dans Ephedra sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est attribuée

a leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire. (Bruneton, 2009).

La plante Moringa, dans ses composés phytochimiques, contient des saponines, et cette
substance est connue pour avoir un effet toxique sur les cellules car elle interagit avec les
membranes lipidiques, formant des complexes insolubles avec le cholestérol pour former des
pores, appauvrissant ainsi les cellules et perdant I'némoglobine dans le milieu extra-cellulaire.
De plus, le nombre de chaines de sucre dans les saponines joue un réle important dans
I'némolyse, ce qui signifie que plus le nombre de sucres est élevé, plus I'némolyse est
importante (Liu et al, 2013).

Les tanins peuvent provoquer des intoxications graves, souvent mortelles. Cette nocivité
proviendrait du fait que les tanins hydro sables (de faible poids moléculaire) peuvent étre
scindes puis les composes dérives étre absorbes au niveau de la muqueuse intestinale et
circuler dans le sang, causant des dommages au foie et aux reins lorsqu’ils sont ingérés en

grande quantité et provoquant une intoxication grave. (SABATER, 2012)
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Conclusion

Les plantes médicinales jouent un role important pour I’humanité, ont été largement utilisées pour
le traitement de diverses maladies. Aujourd'hui, de nombreuses personnes se tournent vers les
plantes médicinales comme alternative naturelle aux médicaments traditionnels et peuvent étre
consommeée sous différents formes, I’espéce végétale M. oleifera et E. alata sont des plantes tres

répondues en médecine traditionnelle.

Notre travail consiste a évaluer la cytotoxicité d’extraits hydro-méthanolique de la partie aérienne
d’E. Alata et des graines M. oleifera par le test d’hémolyse afin de déterminer les doses sans risque
de toxicité.

Dans notre travaille, les plantes étudiées sont riches en polyphénols, d’aprés les résultats obtenus,
I’extrait d’éphédra est plus riche en polyphénols totaux (60,79 ug EAG/mg ES) par rapport a celle
de moringa (32,04 pg EAG/mg ES).

Selon nos résultats du test d’hémolyse que nous avons utilisé pour évaluer la toxicité, les extraits
de plantes ne montre aucune cytotoxicité a faibles concentrations avec une dose seuil sans effet
toxique de 500 pg/ml pour I’extrait E. alata et de 1000 pg/ml pour I’extrait de M. oleifera. Au-dela
I’effet hémolytique des extraits est dose-dépendant mais qui reste faible par rapport a I’acide
gallique (molécule de référence), principalement pour I’extrait M. oleifera qui est selon nos

résultats moins cytotoxique par rapport a ’extrait d’E. alata.

L’effet cytotoxique des extraits de plantes étudiées est attribué aux composants phytochimiques

qu’elles contiennent, ainsi, il est 1i¢ a la forte concentration des extraits.

Notre travail reste une étape préliminaire pour des études plus large, plus approfondie, en

perspective on propose de :

» Tester la toxicité des extraits de plantes in vivo pour déterminer les DL50.
» Réaliser une étude phytochimique pour identifier les composées toxiques.

» Evaluation de I’activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses.
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Annexe Al : La courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Résume

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’évaluation de la cytotoxicité in vitro des extraits hydro-
méthanoliques de plantes médicinales Moringa oleifera et de I’Ephédra alata, qui ont une grande
importance thérapeutique dans le monde et a usage multiples. Dans la premiére partie de notre
protocole, les extraits sont préparés par macération, le rendement d’extraction est calculé et la
teneur en polyphénols totaux est déterminé. Dans la deuxiéme partie, on a évalué la cytotoxicité
des extraits a différentes doses (250 a 5000 pg/ml) par le test d’hémolyse. Les résultats montrent
que I’E. alata est plus riche en polyphénols totaux. Pour le test d’hémolyse, les extraits de plantes
ne montre aucune cytotoxicité a faibles concentrations avec une dose seuil sans effet toxique de
500 pg/ml pour E. alata et de 1000 pg/ml pour de M. oleifera, au-dela de ces doses, I’effet
hémolytique est dose-dépendant mais qui reste faible par rapport a celle de I’acide gallique.

En conclusion, I’effet cytotoxique des extraits de plantes étudiées est attribué aux composants
phytochimiques qu’elles contiennent, ainsi, il est li¢ a la forte concentration des extraits, avec une
cytotoxicité plus élevé pour E. alata.

Mots clés : Moringa oleifera, Ephédra alata, cytotoxicité, hémolyse, in vitro.
Abstract

This study is part of the evaluation of the in vitro cytotoxicity of the hydro-methanol extracts of
Moringa oleifera and Ephedra alata medicinal plants, which are of great therapeutic importance
worldwide and for multiple uses. In the first part of our protocol, the extracts are prepared by
maceration, the extraction yield is calculated and the total polyphenols content is determined. The
second part evaluated the cytotoxicity of extracts at different doses (250 to 5000 pg/ml) using the
hemolysis test. The results show that E. alata is richer in total polyphenols. For the hemolysis test,
plant extracts show no cytotoxicity at low concentrations with a threshold no toxic effect dose of
500 pg/ml for E. alata and 1000 pg/ml for M. oleifera, beyond these doses, the hemolytic effect is
dose-dependent but still weak compared to that of gallic acid.In conclusion, the cytotoxic effect of
the studied plant extracts is attributed to the phytochemical components they contain, so it is related
to the high concentration of the extracts, with a higher cytotoxicity to E. alata.

Keywords: Moringa oleifera, Ephedra alata, cytotoxicity, hemolysis, in vitro.
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