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I ntroduction

Introduction

Malgré le développement remarquable des conditions de vie durant ces dernieres
années, |’ anémie demeure un sujet complexe sur la santé publique qui affecte la performance
humaine, ce qui nécessite des investigations spécialisée pour déterminé les traitements
approprié (Agrwal etal., 1991).

L’hémolyse pathologique se présente le plus souvent comme une anémie, €elle se
définit comme I’ élimination ou la destruction exagérée par éclatement des globules rouges.
Elle peut ére héréditare ou acquise. Ces dernieres ont principaement des causes
immunologiques, infectieuses et méme toxicologique comme |'effet des radicaux libres
(Gurpreetet al., 2004).

De nombreuses équipes de recherche se sont concentré sur |’ étude des effets des
plantes médicinales pour contrecarrer les effets néfastes des anémies et de I’hémolyse, soit
comme un produit fini ala consommation, soit comme une matiere premier dans le cas de la
meédecine traditionnelle. Ces plantes ont I’ aptitude de synthétiser de nombreux composés
appel é métabolites secondaires qui constituent donc un immense réservoir de composés d' une
grande diversité chimique et possédant un large éventail d’ activités biologiques.

Ecballium elaterium est une plante appartenant a la famille des cucurbitacées trouvées
dans le bassin méditerranéen. D’un point de vue phytochimique, elle est caractérisé par la
présence des substances phénoliques, qui sont douées d’ activité antioxydants, antibactérienne
et anti- inflammatoire (Abbassi et al., 2014).

Le but du présent travail éait évaluer la composition phytochimique des différentes
parties (tige, feville, racine et fruit) d’ Ecballium elaterium d’ une part, et d’ autre part, évaluer
I’ effet des extrait de ses différentes parties dans trois model d’hémolyse induite, a savoir :
I’hémolyse induite par I’acide sdlicilique, celle induite par le chlorure de sodium, et enfin
celle induite par un détergent synthétique qui le triton X-100.

Le premier chapitre de ce manuscrit a été consacré a une synthese bibliographique sur
des généralités sur le sang, les composée phénolique et Ecballium elaterium. Le deuxieme
explique et détaille la méthodologie expérimentale suivi. Enfin, le dernier chapitre rapporte

les résultats obtenus accompagné d'un essai de leurs interprétations.

V|



Chapitre| : Synthése bibliographique

I-1Généralité sur le sang
I-1-1 Définition du sang

Le sang est un liquide vital biologique circulant dans les artéres et les veines sous
I'impulsion du ceeur. Un individu normal contient 5 a 7 litres du sang dans son cops. Les
valeurs normales du sang sont influencées par un grand nombre de facteurs comme I'ége, le
sexe, |'activité physique ou |'aimentation (M ohandas and Chasis, 1993). Il est composeé des
globules rouges, globules blancs et des plagquettes qui baignent dans un liquide appel é plasma.
Les cellules en suspension représentent 45% du volume total, ce qui correspond a
I”hématocrite. Leur morphologie peut étre étudiée sur un frottis coloré au May Grinwald
Giemsa (MGG). Le sang irrigue tous les organes et transporte |’ oxygene, les nutriments, les
hormones et les anticorps pour défendre I’ organisme contre les infections (Dudley et al.,
1983)

I-1-2 Les éléments figurés du sang périphériques :

Les ééments figurés du sang ont des durées de vie limitées ; il existe un équilibre
dynamique entre leur production (I'hématopoiese et la lymphopoiése) et leur destruction.
L'hématopoiese est la production des précurseurs sanguins (prolifération, différenciation et
maturation) et se déroule dans les organes hématopoiétiques (moelle osseuse chez |'adulte,
foie et rate chez I'embryon). La lymphopoiése comprend la production des précurseurs
lymphoides qui se passe au niveau de la moelle osseuse. Elle se termine par la maturation des
lymphocytes dans le thymus pour les lymphocytes T et par la prolifération des cellules dans

les organes lymphoides secondaires (Denis, 1830), Il existe plusieurs types cellulaires:

I-1-2-1 Erythrocytes ou hématies ou globules rouges: Sont des cellules matures de la
lignée érythrocytaire et ont la forme d’une lentille biconcave. Son diamétre est de 7um. La
forme particuliere du globule rouge lui permet d’avoir une plus grande surface par rapport a
son volume que la forme sphérique, ce qui favorise les échanges d' oxygéne. La durée de vie

moyenne des globules rouges est de 120 jours (Kozlova et al., 2013).

I-1-2-2 Les globules blancs ou leucocytes : Correspondent a descellules du systeme
immunitaire. Elles jouent un role essentiel dans la lutte contre les infections et les cancers. |l
existe 3 classes des globules blancs: Les granulocytes, les monocytes et les lymphocytes
(Jondal et al., 1972)
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I-1-2-3 Les plaquettes ou thrombocytes: Sont des ééments retrouvés dans la circulation sanguine.
Elles sont surtout connues pour leur réle dans la coagulation du sang, et Sactivent en cas de lésion
vasculaire afin de stopper une hémorragie, leurs durées de vie est de 8 a 12 jours (Borochov et al.,
1977).

I-1-2-4 Le plasma : Est la partie liquide du sang, constitué d’eau, de sels minéraux, de
protéines et de molécules organiques. Aprés coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogénes
constitue le sérum (Gadri et al., 2000)

I-1-3 Composition de la membrane érythrocytaire

Les globules rouges sont formeés d’ une membrane érythrocytaire et de I’ hémoglobine.
La membrane permet l'intégrité du milieu intérieur qui contient les principales enzymes des
métabolismes. Elle comporte des protéines et des lipides intriqués dans une structure
complexe. Les lipides avec 65 % de phospholipides, 25 % de cholestérol non estérifié et 10 %
de glycolipides. Dans la bicouche phospholipidique baignent de volumineuses molécules
protéiques enchasseées plus ou moins profondément dans les deux feuillets lipidiques
(Borochov et al ., 1977).. Le cytosquelette érythrocytaire est composé de plusieurs protéines
qui forment un réseau filamenteux sous la bicouche lipidique. Le réseau est composé de
spectrine, d’ ankyrine et d’'actine. Les proténes de cytosquelette interagissent avec les
protéines intégrales et les lipides de la bicouche pour maintenir I’intégrité de la membrane
(Lux, 1983), il existetrois protéines transmembranaires permettant la stabilité de la forme du
globule rouge en se fixant sur les protéines intrinséques du cytosquelette : ce sont la protéine
3, laglycophorine A et la glycophorine C (Figure 01).

Figure 01 : Structure de lamembrane érythrocytaire (Dodge et al., 1963).

-
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e L’hémoglobine

C’est I’une des proténes humaines qui afait I’ objet de trés nombreuses étude, c'est le
constituant essentiel de I’hématie (33% du poids du GR). Cette molécule est constituée de 4
sous unités. Chague sous unité est composé d’ une partie protéique : la globine, et d’ une partie
non proté que protoporphyriniques qui est I’ héme (L abie and Elion, 2005).

Figure 02 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la mol écule d” hémoglobine
(Labieet Elion, 2005)
I-1-4 ’hémolyse

L'hémolyse (hemo: sang, lyse: perturbation) est un phénoméne 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. On
(Lippi et al.,, 2011) distinguedeux types d hémolyse: |'hémolyse physiologique et
I” hémolyse pathol ogique.

I-1-4-1 Hémolyse physiologique

Elle est caractérisée par la destruction prématurée par éclatement des globules rouges
et lalibération de I’ hémoglobine dans e plasma .C’ est un phénomene qui touche les hématies
alafin de leur vie. La voix de destruction des globules rouges dépend de différents facteurs
parmi lesquels: le degré de I’ activation du systeme phagocytaire ou on peut déterminée 2
types :(Rother et al., 2005)

e
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» Hémolyseintra-vasculaire

Elle résulte de I’ activation compléte du complément a la surface des hématies, ce qui
aboutit a la formation du « complexe d attaque membranaire », d'ou une hémolyse intra
vasculaire aigué .Elle est caractérisée par la libération des divers constituants de I’ hématie,

notamment |I” hémoglobine dans la circulation sanguine (Bernard et al., 1966).
» Heémolyse extra-vasculaire

Elle est induite par lafixation de |'anticorps sur I'nématie sans activation (ou activation
limitée) du complément. Les immunuglobines G (IgG) fixées sur les antigenes de groupes
sanguins présents sur la membrane des hématies, interagissent avec les récepteurs de leur
fragment présents sur les cellules du systéme des phagocytes, entrainant ainsi |a phagocytose
des hématies et leur lyse (Rother et al., 2005)

I-1-4-2 Hémolyse pathologique

Cest la destruction précoce et exagérée des globules rouges sous I'effet d'un

processus hémolytique. Elle peut étre due a deux mécanismes princi paux:
> Lesanémies hémolytiques cor pusculaires (hémolyse cor pusculair €)
Elles sont essentiellement congénitales et dues a différentes anomalies::

e Anomalie de la membrane: comme la maadie de Minkowski chauffard ou

microsphérocytose (anomalie de la spectrine).

¢ Une anomalie constitutionnelle de I'hémoglobine comme les anomalies de structure
(hémoglobinopathies), anomalies quantitative de la synthese des chaines de globine
(thalassémies) ou (drépanocytose) (M orton et al., 1962)

e Déficit enzymatique: il peut ére un déficit en PK (pyruvate kinase) de la voie
anaérobie, ou déficit en G6PD (glucose 6 phosphate déshydrogénase) de la voie
aérobie (Wajcman, 2006)

» anémies hémolytiques extra-cor pusculaires
L’hémolyse d' origine extra corpusculaire peut étre d’ origine immunologique ; alo
immune caractérisee par la présence des agglutinines irrégulieres et des anticorps naturels, ou
anticorps d’ hétéro-immunisation préexistants a toute exposition a des GR hétérologues, auto
immunes qui est caractérisé par une hémolyse liée a la présence d auto-anticorps dirigés

)
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contre les antigénes de la membrane érythrocytaire (Valent and Lechner, 2008)ou bien
d origine toxique tels que les toxiques industrigls, médicamenteux, animaux, végétaux et
physiques (Streichman and Gescheidt, 1998).

I-1-5 Les anti-hémolytiques

Le traitement des anémies hémolytiques passe inexorablement par le traitement des
causes de cette anémie. Il y a presgue autant de traitements qu’il y a de causes. Un certain
nombre de médicaments anti-hémol ytiques, substances qui présentent la capacité a retarder ou
ainhiber lalyse des globules rouges, sont disponibles. L’ acide folique, un complément de fer,
des suppléments de vitamine B et des corticoides (Solupred, Célétasone, Huppomedroal...).
Sous forme des comprimés Lorsgue la prise en charge débutent et en cas danémie
particulierement marquée, des corticoides a plus forte dose peuvent ére administrés par

injection (voieintraveineuse) (Bachhy et al., 2015).

I-1-6 Phytothérapie anti-hémolytique
Plusieurs extraits des plantes ont montré des effets anti-hémolytiques. Le tableau |
résume quel ques plantes a activité anti-hémol ytique.
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Tableau | : Exemples de plantes médicinales douées d’ activités anti hémolytiques.

Source végétal partie Teste utilisé Effets Référence
Pandanous Fedille Hémolyse induite activité anti - (Thephinlap et
odorus par I'ion Ferreux | hémolytique 83.25 + al., 2013)
3.66 % pour 3.125
pandanus ug/ml.
Acalypha indica Feuille Hémolyse induite Activité anti- (Kadali et al.,
par H,O; hémolytique 54% 2016)
Acalyphe pour 20 mg/ml
Mentha Partie aérienne | Hémolyse induite Effet anti- (Magalhaes et
o par H,O; hémolytique al., 2009)
Longifolia IC50 =951.4 £ 36
Menthe pg/ml.
Piber betel feuille Hémolyseinduite | Anti -hémolytique | (Chakraborty,
] par H20; 40.6% pour de and Shah, 2011)
Bétel 5mg/ml
Gymnema Fleur Hémolyseinduite | anti -hémolytique (Jamesand
sylvestre par H,O, Alewo, 2014)
G . IC50 =
ymnéma
140+29.83pg/ml
Brun Grain Hémolyse induit Activité anti- (Yuan et al.,
par un puissant | hémolytique 91.7% 2005)
oxydant 'AAPH admg/ml

(2,2-Azobis 2-
amidinopropane
dihydrochloride)

I-2Généralités sur les métabolites secondaires

La vie humaine sur terre est liée a I’ exploitation des plantes. Ces dernieres ont la

capacité de produire des substances naturelles tres diversifiées. A coté des métabolites

primaires, elles accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires qui représentent

une source importante de molécules utilisable par I’homme, en particulier dans des domaines

7
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thérapeutiques (Macheix et al., 2005). Ces composés sont synthétisés dans des différentes
parties de la plante (racines, tige, feuilles), mais ils sont distribués différemment selon leurs

réles, et cette distribution varie d’ une plante al’ autre (Manach et al., 2004).
I-2-1 Les composés phénoliques

Sont considérés comme des composés quasi-universels  des  végétaux.
Structurellement, ils se répartissent en plusieurs classes, allant de composes présentant un
simple noyau phénolique a des composés polymériques complexes comme les tanins. Les
polyphénols constituent |es principes actifs de nombreuses plantes médicinales. On les trouve
d une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans
divers organes (Collin and Crouzet, 2011).

I-2-3 Classification des polyphénols

Les différentes classes des polyphénols sont regroupées dans le tableau II:

-
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Tableau II : Les principales classes des composées phénoliques avec leur structure de base

(Bravo, 1998 ; Freitas1995).

Squelette carbonée Classe Structure de base
OH
C6 Phénol simple ©/
©/ COOH
C6-C1 Acide hydroxy-benzoique
Q/\, COOH
C6-C3 Acide hydroxy-cinnamique
o N
C6-C3-C6 Flavonaides O
0
C6-C3 Coumarines
o OR?
(C6-C2), Lignanes R Hak
O e
C15 Tanins hydrolysables ; j ~on o
y y HOE@@.-»@:{)H
p:f)]:yanidine B-2
C15 Tanins condensés *—@-«»{ﬁﬁb—w—@w

HO o o;; oM ‘oH
-
HO on on
oM
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I-2-3-1 Les acides phénoliques

Se sont des dérivées deux sous-groupes distingués : |les acides hydroxycinnamiques,
dont les plus abondants sont |’ acide caféique, I’ acide férulique et |’ acide chlorogenique, et les
acides hydroxybenzoique, dont les plus répandus sont |’ acide salicylique et |’ acide gallique
(Tableau II). IIs sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales
(Shahidi et al., 1992).

I-2-3-2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des produits quasi universels des végétaux, souvent responsable
de certaines coloration de nombreux végétaux .Tous les flavonoides possedent la méme
structure de base (Tableau II), le noyau flavane constituée de 15 atomes de carbone qui sont
assemblée en 3 cycles: A, B et C (A et B sont des noyaux aromatiques, et C est un
hétérocycle oxygéneé central). Les flavonoides sont souvent rencontrés dans les fruits et les
légumes (Bravo ,1998). Selon le degré d oxydation de I’ hétérocycle central, les flavonoides
sont divisés en plusieurs classes : les flavones, les flavonols, les flavonones, les anthocyanes

et lesisoflavones (Li and Jiang, 2007).
I-2-3-3 Les Tanins

Ce sont des métabolites phénoliques avec un poids moléculaire supérieur a 500
Daltons, caractérisés par leur capacité de précipiter la gélatine et d autres protéines, (Bennick,
2002).Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer deux classes : les tannins

hydrol ysables et tannins condensés (Tableau IT).
» Lestannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters de glucose, c'est a dire un noyau central de
glucose sur lequel se fixe, au moyen d'une liaison ester, des acides (acide gallique pour le
groupe des gallotanins, et acide ellagique pour le groupe des ellagitanins). Leur hydrolyse, par
des acides, des bases ou certaines enzymes, libére le glucose ainsi que les acides gallique ou
phénoliqueliés (Chung et al., 1998).

» Lestannins condensés

De structure plus complexe, les tannins condensés (proanthcyanidines) sont de loin les

tanins les plus largement rencontrés dans les plantes vasculaires, des dicotylédones aux
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plantes plus primitives, fougeres et gymnospermes. Les proanthocyanidines sont des
polymeéres de flavan3-oles (Catéchine) et de flavan-3,4-dioles (Ileucoanthocyanidines), ou un
mélange des deux (Chung et al., 1998).

I-2-4 Role et intérét des polyphénols

Les composés phénoliques jouent d' importants réles chez les plantes. Ils ont souvent
un réle dans la protection contre les ultraviolets et |la défense des plantes contre les
microorganismes pathogenes et assurent la fertilité Ils protegent aussi les plantes contre les
prédateurs (Bennick, 2002). Ils jouent aussi le r6le de pigments de colorations des différents
tissus des végétaux (Bravo, 1998).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particuliérement deux domaines : la
phytothérapie et I’ hygiene alimentaire .Les recherches récentes sur les composeés phénoliques
en générale et ses composés en particulier sont tres poussées, en raison de leurs divers
propriétés physiologiques, comme les activités anti-inflammatoire, antimicrobienne, hépato-
protective, antivirale, antibactérienne, cardioprotective...etc (Middleton et al., 2000).

I-3 Présentation de la plante étudie
I-3-1 Ecballium elaterium

Le concombre d' ane, squirting cucumber ou fagoues lehmir, tire son nom scientifique
du grec «ekbalein» qui signifie «je lance dehors» en raison de la particularité de son fruit qui
projette ses graines. C’ est une plante herbacée, vivace et rampante appartenant alafamille des
cucurbitacées, trouvée abondamment dans le Sud-ouest de I’ Europe et en Afrique du Nord, en
terrain de caillouteux, dans les décombres et sur des talus (Greige-Gerges et al., 2007)Elle a
une tige couchée .Elle se distingue des autres cucurbitacées par |’ absence de vrille Elle est
pérenne grace a son caractére Hémicryptophytes. En effet, elle a une partie souterraine trées
développée, ce qui lui permet de survivre pendant les mauvaises saisons, alors que la partie
aérienne est desséchée (Fahn and Shimony, 2001).

I-3-2 La classification systématique :
La systématique de cette espece est présentée comme suit : (Agil et al., 1999)

Espece Ecballium eleterium fait partie de regne Plantae, Embranchement des

Tracheophyta, €elle est caractérisée par une Division Magnoliophyta de la Classe

o
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Magnoliopsida, le Genre Ecballium est de I'Ordre cucurbitale de la Famille des
Cucurbitacées.

I-3-3 Description botanique

Le concombre d'éane est une plante vivace, d'alure grasse, velue de poils raides, atige
couchée de 20 a 60 centimeétres. Ses feuilles sont triangulaires. C'est une plante monoique. De
mai a septembre, les fleurs jaunétres, veinées, en court entonnoir & marge lobée, sont a
I'origine d'un fruit curieux par sa biologie. En effet, a maturité, sous la pression de son
contenu, il se détache assez soudainement de son pédoncule et projeté alors, par |'orifice ainsi
Ccréé, ses graines ténues a plusieurs décimétres (Bizd et al., 2015). Les fruits sont de formes
oblongues de 4 a5 cm de long, verdétres et hérissés de poils rudes (Agil et al., 1999).

I-3-4 Composition phytochimique

Les plantes de la famille des cucurbitacées, sont connues par leurs production des
triterpenoides de type cucurbitane. Le concombre d ane a été la premiere famille dans la
quelle une cucurbitacine fut isolée, un composé appelé (o-elaterine), identifi¢ plus tard
comme éant la cucurbitacine E (Attard and Cuschieri, 2004) les cucurbitacines sont des
triterpenoides principalement tétracyclique, tres oxygé nés au géut amer, ces substances

dérivent du sgquelette cucurbitane (Miro, 1995)

Les cucurbitacine E, B, D et | peuvent étre retrouves dans tous les tissus veégétaux de
la plante (racines, tiges, feuilles, fruits et fleurs). Deux cucurbitacine glycosidiques ont été
isolée et caractérisée a partir de jus de fruit de la plante, il S'agit des cucurbitacines B et D
avec le glucose comme partie glycosidique (Kratzner et al., 2005)

En plus des triterpenoides, Ecballium elaterium produit un certain nombres de
métabolites secondaires, représentés par les caroténoides (caroténe) et des composees

phénoliques a des concentrations moindres (Attard and Cuschieri, 2004)
I-3-5 Utilisation dans la médicine traditionnelles

La plante est connue comme herbe officinale d'une longue tradition et d'une grande
variété d'utilisations en bassin méditerranéen. Elle est employée souvent dans I'hydropisie
(cedéme), particulierement l'ccdéme pulmonaire et aussi en tant que révulsif dans les
affections cérébrales, et partout ou lorsque un effet hydragogue est indiqué (Agil et al., 1999)

£
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En médecine populaire géorgienne, Ecballium est utilisée comme remede de la fiévre
paludéenne. En homéopathie, elle est utilisée contre la diarrhée ou le cholerainfantiles (Fahn
and Shimony, 2001)

Les effets bénéfiqgues du jus frais ont été rapportés comprenant |'analgésique,
I'antipyrétique et I'anti-inflammatoire). Le jus brut frais est employé fréquemment dans le
traitement de lasinusite et de l'ictére par des aspirations nasales (Kloutsos et al., 2001).
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II-Matériel et méthodes
II-1 Préparation de la poudre végétale

La plante Ecballium elaterium a été récoltée au mois de décembre 2017 dans larégion
d’Ain Lahlou, Daira d'El Kseur, Wilaya de Bé&aia. L’identification de la plante a é&é
confirmée par la doctorante M™ Mezahem au niveau de laboratoire d’ enzymologie de la
FSNV deI’université de Bejaia. La plante a été nettoyée et bien lavée al’ eau du robinet pour
éliminer les impuretés, puis séchée a I’ étuve a 40 °C pendant 48h. Les quatre parties de la
plante, a savoir ; les racines, latige, les feuilles et les fruits ont été séparés les un des autres.
Chaqgue partie a été broyée par un broyeur éectrique jusqu’a obtention d’ une poudre fine de
chaque partie. La poudre a ensuite été tamisée sur un tamis d' un diametre de 125 um. les
poudres des différentes partie ont été mise dans des réecipients en verre bien fermeé et stockées

al’abri delalumiére et de !’ humidité.

Figure03: Photographie desfeuilles et de la poudre d’ Ecballium elaterium.

II- 2 Matériels et réactifs

Le matériel et les réactifs utilisés pour I’ extraction, les dosages et |’ étude de I’ activité

anti-hémolytique sont reportés en annexe (tableau I).

-
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II-3 Préparation de I’extrait

L’ extraction de la poudre végétale issue des différentes parties de la plante a été
réalisée par macération dans une solution d’' éhanol a 70%. Une quantité de 50 g de |a poudre
de chaque partie a été macérée dans 500 ml d’éthanol & 70%, puis laissé sous agitation
pendant 48 heures a température ambiante. Le mélange a été filtré sur papier Wataman et le
filtrat 1 a été récupéré .La méme opération a été renouvel ée deux fois avec 400 ml et 300 ml
d éthanol a 70% respectivement, et les filtrats 2 et 3 ont été récupérés. Les troisfiltrats ont été
ensuite mélangés et |’ éthanol a éé complétement évaporé dans I’ é&uve a une température de
40 °C (Benhammo €t al., 2008). L’ extrait sec obtenu a été pesé pour calculer le rendement

d’ extraction selon laformule suivante :

Rendement = (PO - P1/ PE) x 100.

PO : poids de la boite de pétrie contenant I’ extrait en mg
P1: poids de la boite de pétrie vide en mg
PE : poids de |’ échantillon (poudre végétale on mg)

I1-4 Dosage des polyphénols
I1-4-1 Dosage des polyphénols totaux

Principe

Le contenu en polyphénols totaux des extraits a été réaisé par la méthode
colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. C'est un réactif jaune d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Il est réduit lors de I’ oxydation des phénols
en oxyde bleu de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la coloration bleue des
échantillons est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents (Lapornik et al.,
2005).
Mode opératoire

Un volume de 1,5 ml du réactif Folin-ciocalteu (10% dans de I’ eau distillé) est gjouté a
200 pl de I’extrait. Le mélange est ensuite incubé pendant 5 min, puis 0,8 ml d’une solution
de carbonate de sodium (Na,COs) a 7,5 % sont additionnées. Le mélange est agité, puis
incubé pendant 2h a température ambiante a |’ abri de la lumiére et |’ absorbance est lue & 765
nm, contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais ne contenant pas d’ extrait
végétale (Wang et al., 2006).

s
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La concentration des polyphénols totaux est calculée, en se référant a une courbe
d étalonnage réalise dans les mémes conditions utilisant I’ acide galligue comme standard. Les
résultats sont exprimés en gramme équivalent d’ acide gallique/ 100 gramme de matiére seche
(g EAG/ 100 gde MS)
11-4-2 Dosage des flavonoides
Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyles OH libre en position 5, la
réaction de ces derniers avec le trichlorure d’auminium AICl3 entrainant la formation d’un
complexe jaune par chélation de I'ion AL*. La quantité de flavonoides présente dans les

extraits liée proportionnelle ala coloration produite.

Mode opératoire

Un volume de 1 ml de la solution d’extrait végétale a été mélangé avec 1 ml d’une
solution de trichlorure d’auminium AICl; Aprés 30 min d’incubation a température
ambiante, |’ absorbance a été mesurée & 448nm (L amaison et car net, 1990).

Une courbe d’éalonnage établie avec la quercitine dans les mémes conditions est
utilisée pour calculer les concentrations en flavonoides. Les résultats sont exprimés en
gramme équivalent de quercitine par 100 gramme de matiére seche (g EQ/ 100g de MS).
11-4-3 Dosage des tanins
Principe

Les teneurs en tanins dans les extraits ont été déterminées selon la méthode de
(Hagerman et Butler, 1978), qui est basée sur la précipitation de la BSA par les tannins
présents dans I’ extrait, et la quantité du précipité en complexe tannins-BSA sera déterminée
par spectrométrie.

Mode opératoire

Le dosage des tanins totaux a été réalise en utilisant la méthode de Hager man and
Butler, (1978), qui est basée sur la précipitation de la proténe albumine de sérum (BSA) par
les tanins présents dans chaque extrait.

Un volume de 0,5 ml d'extrait ou du standard (acide tannique) est mélangé a 1 ml
d’une solution de BSA dissoute dans un tampon acétate (0,02 M acide acétique, 0,17 M de
NaCl pH 4,9) araison de 1Img/ml. Le mélange a été incubé a 4 °C pendant 24 heures, puis
centrifugé a une vitesse de 3000 tour/min pendant 15min. Le surnagent a été éliminé, et un
volume de 2 ml d’une solution SDS/TEA (1% p/v et / 5% v/v dans de |’ eau distill€) a été

s
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gjouté au culot. Ensuite 0,5 ml d une solution de FeCl3 a une concentration de 0,01 M dans

HCI a0,01 N. le mélange a été incubé pendant 15 min et |’ absorbance a été lue a 510 nm.

La teneur en tannins a été estimée en se référant a une courbe d’ éalonnage établie
dans les mémes conditions expérimentales avec |’ acide tannique comme référence et exprimés
en gramme équivalent d’ acide tannique par 100 gramme de matiére séche (g EQ/100 g de
MS).

I1-5-2 Mise au point des tests d’hémolyse ex vivo

Principe

Les érythrocytes constituent un bon modele pour étudier le mécanisme de la
stabilisation membranaire. Les globules rouges sont formés d’ une part d’ une membrane qui a
une composition tres varié et d autre part d’organelles intracellulaire ; I"hémoglobine. Donc
tout effet d’ une substance sur I’hémolyse pourrait étre interprété comme effet sur la fragilité
de lamembrane elle-méme (Seeman et Weinstein, 1966).
Préparation de la suspension des érythrocytes

Les échantillons de sang ont été fournis par le laboratoire de la clinique de maternité
de Targua-Ouzemour dans lawilaya de Bgaia. IIs ont été obtenus aupres des personnes saines
nayant pas pris d anti-inflammatoires non stéroidiens dans les 48 heures précédents le
prélevement. Le sang a été recueilli dans des tubes a héparines et centrifugé a une vitesse de
3000 rpm durant 10 minutes. Le plasma séparé des érythrocytes est éliminé (le surnageant).
Ces érythrocytes sont ensuite lavés trois fois par une solution de tampon phosphate saline «
PBS » (10 mM, pH 7,4) qui contient 125 mM NaCl, 10 mM NaH,PO4 et 10 mM Na,HPOA4.
Les globules rouges sont ensuite reconstituée sous forme de suspension a 10% toujours dans
le PBS, et la solution est conservée a 4 °C et utilisée au maximum dans les 6h suivant sa
préparation (Yuan et al., 2005).

I1-5-2-1 Induction de ’hémolyse par I’acide salicylique
Principe

L’exposition des érythrocytes humains a des agents oxydant tels que I’acide
salicylique (précurseur de I'aspirine) montre un effet néfaste sur I’hémolyse des globules
rouges. Il provoque I’ éclatement de la membrane plasmique et |I’hémoglobine se trouvera

alors dans |e surnageant et sera dose par spectrophotométrie (Houcher et al., 2001).

£
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Mode opératoire

Dans des tubes a essai contenant chacun 4,5 ml de NaCl hypotonique, 50 pl d’acide
salicylique de concentrations variables (0,1 a 0,5 mg/ml) ont &é mélangé, Le tube témoin
recoit le méme volume du solvant (DMSO). Puis, une quantité de 500 ul de la suspension
érythrocytaire est gjouté dans chaque tube. Ces tubes ont é&é homogénéises et incubés a 37°C
pendant 30 min dans un bain marie. Ensuite, les tubes ont été centrifugés (3000 rpm ; pendant

5 min) et I'absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm (Houcher et al., 2001).
I1-5-2 Induction de I’hémolyse par chlorure de sodium (NaCl)
Principe

L’ évaluation dans e test consiste a soumettre une suspension d hématies a une

agression oxydante par un agent qui est le chlorure de sodium.
Mode opératoire

Un volume de 5 ml de NaCl a différentes concentrations (3,5;4;5; 6 et 7 mg/ml) a
été mélangé et homogénéisé avec 100 pl du culot d’une suspension de globules rouges. Le
mélange a été ensuite incubé a température ambiante pendant 30 min, puis centrifugé a 3000

rpm pendant 10 min et la densité optique du surnageant a été mesurée a 540 nm.

Les deux témoins positif et négatif ont été préparé dans les méme conditions a par que
le premier recoit 5 ml d’eau distillée et le deuxieme 5 ml de NaCl isotonique (Lourrrad et
al., 2016)

I1-5-3 Induction de I’hémolyse par le triton X100

Le principe de ce test est basé sur I’ utilisation d’un perturbateur membranaire comme
le détergent non ionique triton X-100 qui provoque la rupture de la membrane des globules
rouges. Apres cela, I"hémoglobine libéré et mesurer par spectrophotometre.

Le protocole utilisé est celui décrit par (Muthu and Duraira, 2015), Un volume de
800 pl du triton X100 a différentes concentrations (0,01%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,1 % et
1%) a été mélangé et homogénéise avec 2,2 ml de tampon phosphate saline a un PH= 7,4 et
500 pl de la suspension érythrocytaire. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 1 heure, et

ensuite centrifugée a 3000 rpm pendant 5 min. La densité optique du surnageant a été mesurée
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par spectrophotomeétrie a 540 nm. Le contrle a été préparé dans les mémes conditions

expérimental es précédentes en absence du triton X 100.
11-6 Evaluation de I’effet anti hémolytique des extraits d’Ecballium elaterium
I1-6-1 Effet sur I’hémolyse induite par I’acide salicylique

L’ évaluation de I’ activité anti hémolytique des différentes extraits d’ Ecballium elaterium
aété réaisée selon le protocole de (Houcher et al., 2001) avec quelque modification dans le
but de démontrer I’ effet protecteur et la préservation de I'intégrité des globules rouges. Les

différentes étapes sont les suivantes :

» Mettre dans des tubes a hémolyse 300 ul de la suspension érythrocytaire préparé, avec
Iml de I'extrait a différentes concentration (0,25mg/ml ; 0,35mg/ml ; 0,5mg/ml et
Img/ml) solubilisée dansle PBS

» Ajouter un volume de 4,5 ml de NaCl hypotonique avec 50 ul de I’acide salicylique a
une concentration de 0,3mg/ml.

» Le témoin positif est constitué¢ de 300 pl de la suspension érythrocytaire, 1 ml de PBS,
4,5 ml de NaCl hypotonique avec 50ul de I’acide salicylique. Le témoin négatif a été

préparé en présence de NaCl isotonique
» Incubation a 37°C durant 1 h 30 min
> Diluéelestubesavec 5 ml de PBS
» Centrifugation 23000 rpm pendant 10 min

> Lire I'absorbance du surnageant récupérer de chaque tube a 540 nm a I'aide d'un
spectrophotomeétre UV-visible

Pour comparer I’ efficacité des extraits testés a une molécule de référence (standard), des
essaie ont éé réalisee avec I'induction de hémolyse par I'acide salicyliqgue sur des

érythrocytes incubés dans un milieu isotonique.

.
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I1-6-2 Effet sur I’hémolyse induite par chlorure de sodium (NaCl)

L’ activité anti-hémol ytique des extraits d’ Ecballium elaterium a é&té évaluée aussi par
la capacité de ces extraits a stabiliser la membrane des globules rouges vis-avis de |’ attaque
du chlorure de sodium (NaCl).

Un volume 100 pl de globules rouges sont mélangés avec 100 ul des extraits
d’ Ecballium elaterium a différentes concentrations (0,1 mg/ml ; 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml et 1
mg/ml). Apres une incubation de 10 min a température ambiante, 5ml de NaCl a une
concentration de 3,5 mg/ml sont gjoutes. Le mélange a été ensuite incubé pendant 1H 30 min
a 37 °C, puis centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm. L’ évaluation du pouvoir hémolytique a
été effectuée en mesurant I’ absorbance du surnageant a 540 nm.

La quercitine a été utilisée comme standard anti-hémolytique et les essais ont été

réalisés dans les mémes conditions précédemment décrites.
I1-6-3 Effet sur I’hémolyse induite par le triton X-100

L’ activité anti-hémolytique des extraits d Ecballium elaterium vis-avis I’hémolyse
induite par le triton X-100 a été évaluée en suivant le protocole décrit par Muthu et Durais
(2015).

Dans des tubes a hémolyse, un volume de 50ul des extraits a différentes
concentrations (0,25 mg/ml ; 0,5 mg/ml et 1 mg/ml) a été¢ ajouté a 500 pl de la suspension
érythrocytaire pré incubée pendant 1 min. un volume de 800 pl de triton X-100 (0,05%) a été
additionné dans a chague tube, puis incubé a 37 °C pendant 1 heureQ les mélanges ont éé
ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 5 min. L’ absorbance du surnageant a été mesurée a
541 nm. Les contrles négatif et positif ont été préparés dans les mémes conditions
expérimentales en absence de la suspension érythrocytaire pour le premier et absence de

I’ extrait végétal pour le deuxieme.

Pour comparer |’ activité des extraits testés a un anti-hémolytique standard, des essaie

ont été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant |” acide gallique.
Expression desrésultats

L e pourcentage d'inhibition de I’ hémolyse a été calculé selon laformule suivante :

.
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Pourcentage d’inhibition (%) = (ABS ¢- ABSy) / ABSc) % 100

Absc : absorbance du controéle positif
Absr : absorbance du test

» Analyse statistique

Les analyses statistiques des résultats sont donné pour des expériences réalisée au
moins trois fois et d’une maniére indépendante. Les résultats sont présentés comme une
moyenne + ecart-type. La détermination des IC50 (concentration inhibitrice a 50%) a été
réalisée en utilisant le logiciel Origine 8. Les résultats sont comparés par une anayse de la
variance, en utilisant ANOVA (STATISTICA 5.5) et le degré de signification est pris a la
probabilité P<0,05.
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III-1 Taux d’extraction

Avant de procéder al’ extraction, les différentes parties d’ Ecballium elaterium ont été
séchées a I'air libre, et a I'abri de la lumiére afin déviter les endommagements des

composeées d’intérét, a savoir les composées phéenolique.

De plus, le broyage a été réalisé de fagon a obtenir une poudre fine et homogéne, afin
d augmenter la surface de contact de la matiére végétale avec le solvant utilisé qui est
I’éthanol a 70%. En effet, |’éhanol est connu comme un excellent solvant d’ extraction de
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques. 1l est aussi caractérisé par sa
faible toxicité comparativement a d’ autres solvants organiques tel gque le méthanol (Cowan,
1999).

Les taux d'extraction a partir des différentes parties d Ecballium elaterium a été
calculés par rapport a la poudre végétale initiale utilisée pour la préparation des extraits

éthanolique. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 4.

Figure 04 : Taux d’ extraction par macération dans I’ é&thanol a 70% des différentes parties

d' Ecballium e aterium.

Bien que le solvant d’extraction est le méme, on observe une variabilité des
rendements d’extraction entre les quatre parties de la plante. Les feuilles ont données le
rendement le plus élevé avec 31,28% de la matiere végétale initiale, suivi des tiges et des
racines qui ont donnés des taux tres proche qui sont respectivement de I’ ordre de 24,21% et

24,08%. Enfin, le fruit a donné le rendement le plus bas qui est de 22,93%.

=
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Ces rendements sont assez faibles par rapport aux rendements d’ extraction obtenus
avec |’ espece Cucumis melon qui appartient a la méme famille des cucurbitacées, I’ extraction
aétéfaites par le méthanol, et a donné des rendements varié en fonction de la partie utilisée.
Ains, la chair a donné le rendement le plus éevé (89,6 %), suivi par les feuilles (76,6%),
tandis que le plus faible rendement a été obtenue a partir des graines avec 23,7%. (Ismail et
al, 2010).

Il a été rapporté que le taux d’ extraction des composés phénoliques est influencé par le
nature du solvant, le type d’ extraction, la granulométrie de la poudre végétale, le rapport
solide-liquide et latempérature d extraction (Bonnaillie et al., 2012).

II1-2 Dosage des composées phénolique
I11-2-1 Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées, grace a leurs
propriétés intéressantes. Le dosage des polyphénols totaux des extraits des différentes parties
d Ecballium elaterium a été effectué par la méthode colorimétrique utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu. La quantification des taux des polyphénols totaux présents dans les extraits
est estimée en utilisant I'éguation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage tracée en
utilisant I’acide gallique (Annexe Il). Les résultats obtenus sont exprimés en gramme
équivalent d’ acide gallique par 100 gramme de la matiére végétale seche (g EAG/ 100 g MS).
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Figure 05 : Teneur en polyphénols totaux des différentes parties d’ Ecballium elaterium
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Les teneurs en polyphénols totaux (Figure 5) montrent que I’ extrait des fruits a donné
lateneur la plus élevé qui est de I’ordre de 2,66 + 0,04 g EAG/ 100g MS, suivi de celle des
feuilles qui est de I’ordre de 1,15 + 0,09 g EAG/ 100 g MS. L’ extrait de la racine a donné un
taux de polyphénol totaux qui est de 0,98 + 0,04 g EAG/ 100 g MS. Enfin, la teneur la plus
faible est obtenue avec I’ extrait de latige qui est de 0,63 £ 0,07 g EAG/ 100 g MS.

Lavariation de la quantité des polyphénols totaux peut étre expliquée par la différence
de la partie végétae utilisée, ains que leurs degré de maturation (Pinelo et al., 2004).

Des études réalisées sur les fruits de I’espece Citrullus colocynthis et les racines de
Bryonia dioica qui fonts partie a la méme famille des cucurbitacées ont rapportées des
teneurs en polyphénols totaux différentes de celle trouvées dans la présente étude, puisque les
extrait agueux du fruit de Citrullus colocynthis et de la racine de Bryonia dioica ont donné
des taux respectivement de I’ ordre 1187.90 mg EAG/ 100 g MS, et 2554.56 mg EAG/100 g
MS (Chekroun et al., 2015). Cette différence est due al’intervention de plusieurs facteurs
tel que: la nature du solvant, le lieu géographique, la période de récolte et la méthode
d extraction.

III-2-2 Teneur en flavonoide

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique utilisant le
trichlorure d auminium(AICl3). La couleur jaune est formée dans tous les extraits aprés
I"addition du trichlorure d’ Aluminium, cette coloration exprime la présence des flavonoides
dans les extraits anal ysés.

Les résultats du dosage des flavonoides sont exprimés en gramme équivalent
quercétine par 100 gramme de la matiére seche végétale en se référant a une courbe
d étalonnage réalisee dans les mémes conditions en utilisant différentes concentrations de

guercétine (Annexe l11), et les résultats sont représenté sur la Figure 6.
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Figure 06 : Teneurs en flavonoides des différentes parties d’ Ecballium elaterium.

Ces résultats montrent une différence de la teneur en flavonoides selon les parties de la
plante étudiée. Aing, il est a noter que le fruit présente le taux le plus élevé en flavonoides
avec 4,84 + 0,08 g EQ/100 g MS. La teneur en flavonoides des extrais de la tige et des
feuilles sont proche et sont de I’ordre de 2,34 + 0,03 g EQ/100 g MSet 2,16 £ 0,06 g
EQ/100g M S respectivement. Enfin, la partie la plus pauvre en flavonoides est laracine qui a
donné une teneur de 0,37 + 0,03 g EQ/100 g MS.

La richesse des organes aériens en flavonoides par rapport aux racines peut étre
attribués a l'irradiation avec de la lumiere qui affecte le contenu phénolique des organes. Il
existe une relation positive bien établie entre rayonnement naturel et la synthese des

composés phénoliques par les plantes (Niknam and Ebrahimzadeh, 2002).

II1-2-3 Teneur en tanins

Lateneur en tanins dans les extraits des quatre partie éudiées d’ Ecballium elaterium a
été déeterminée par une colorimétrique. Les analyses quantitatives sont déterminées a partir de
la régression linéaire de la courbe d'étalonnage réalisee dans les mémes conditions en
utilisant une molécule de référence qui est I'acide tannique (Annexe 1V). Les résultats
obtenus ont été exprimée en grammes équivalent d acide tannique par 100 gramme de la
matiere seche végétale (g EAT/100 g MS) (Figure Q7).
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Figure 07 : Teneurs en tanins des différentes parties Ecballium elaterium.

D’ aprés ces résultats, on constate que la teneur du fruit en tanins présente le taux le
plus élevé avec 0,70 + 0,05 g EAT /100 g M S par rapport aux autres parties. Ensuite lafeuille
et la tige ont donnés des teneurs trés proche et qui sont respectivement de 0,43 + 0,04 g
EAT/100 g MSet 0,34 + 0,03 g EAT/100 g MS. Par contre, la racine est la partie avec
laquelle la plus faible teneur en tanins a été enregistrée qui est de I’ ordre de 0,059 + 0,01 g
EAT/100 g MS.

Ces resultats sont différents de ceux rapportés par Abbassi et ses collaborateur
(Abbass et al. 2014), et qui indique que les teneurs en tannins des différents organes
d Ecballium elaterium sont comme suit : fruit (4,29 + 0,33 mg EAT/g MS) ; feuille (3,54 =
0,66 mg EAT/gMYS) et racine (2,09 + 0,33 mg EAT/g MS).

Cette différence des teneurs en tannins peu étre due a la nature du solvant utilisée en
raison de leur structure fortement hydroxylée, et auss probablement di au séchage appliqué
qui a conduit ala dégradation des tannins (Okwu et Ukanwa, 2007).

II1-3 Activité anti-hémolytique des extraits d’Ecballium elaterium

Les érythrocytes constituent un type cellulaire trés adéquat pour I’ étude de certaines
agressions en raison de la richesse de leur membrane en lipides et en protéines. La
concentration cellulaire élevée en oxygene et en hémoglobine est un outil précieux pour

I étude des transports ioniques transmembranaires (Arbos et al., 2008 ).
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IT1-3-1 Variation des taux d’Hémolyse induite par ’acide salicylique

Le but de cetest est de montrer |’ effet néfaste de I’ acide salicylique sur |I” hémolyse des
érythrocytes humains sur les deux aspects, c'est-a dire sur la membrane plasmique des
érythrocytes et sur I’ hémoglobine.

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 08, et montrent la variation du
pourcentage d’ hémolyse mesuré par la densité optique a 540 nm en fonction de différentes
concentrations d’ acide salicylique. On observe qu’a des concentrations de 0,1 mg/ml jusqu'a
0,3 mg/ml |I"hémolyse augmente proportionnellement avec les concentrations de |'acide
salicylique. Au dela de 0,3 mg/ml, le taux d’hémolyse est stable (lyse presque compléte a
100%). Ces résultats montrent que I’'hémolyse des globules rouge incubés dans le milieu
hypotonique augmente en fonction de la concentration de I'acide sdlicylique jusgua la

concentration de 0.3 mg/ml qui représente une lyse a 100%.
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Figure 08: Courbe représentent I’ effet de |’ acide salicylique sur I’ hémolyse des Globules

rouges incubées dans le milieu hypotonique.

L'exposition des érythrocytes humains a des agents oxydants tels que l|'acide
sdlicylique, précurseur de I'aspirine ne favorise I'némolyse qu'en cas de prises importantes
(fortes concentrations ou surdosage). L'hémolyse induite augmente en fonction de la
concentration d’ acide salicylique, et cela est expliquée par les travaux de (Houcher et al.,
2001) qui montre que les fortes doses d'acide salicyliqgue augmentent le taux d hémolyse.

Nous postulons que |’ effet de I acide salicylique est du a son hydrophobicité qui lui permet de

-,
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s'incorporer au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique des érythrocytes et
provogue une diminution de la fluidité membranaire qui empéche les échanges membranaires,
et qui induit une hémolyse. De plus, parmi les effets secondaires de I’ aspirine, on peut citer
son effet oxydant, qui peut entrainer la production des radicaux libres, ces derniers attaquent

la membrane plasmiques des globules rouge (Li et al., 1999).
I11-3-2 Effet des extraits sur I’hémolyse induite par I’acide salicylique

L’ étude de I’ activité anti-hémolytique des extraits des quatre parties d’ Ecballium est
testée par le teste d’'inhibition de |I"’hémolyse induite par I’ acide salicylique dans un milieu
hypotonique. L'effet de I'acide salicylique sur les érythrocytes incubé dans le milieu

isotonique a été considéré comme standard (Annexe V).

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent que I’ effet anti-hémolytique des différents
extraits varie significativement (P < 0,05) pour toutes les parties de la plante, sachant que
I’ effet de protection des hématies augmente avec les concentrations des extraits utilisée. Les
extraits des feuilles et des racines ont donnés le plus grand pourcentage d'inhibition de
I"hémolyse qui est de I’ordre 84,0 2+ 0,01% et 82,17 + 0,015% respectivement, pour une
concentration de 1 mg/ml. Pour la méme concentration maximale, la tige a donné un
pourcentage d’'inhibition de 73,97 £ 0,12%. Enfin, une faible inhibition a été enregistrée avec
I’ extrait du fruit avec un pourcentage de 64,69 + 0,16%.
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Figure 09 : Taux d’inhibition de |’ hémolyse induite par I’ acide salicylique a différentes
concentration des extraits d’ Ecballium.

L’ efficacité de [I'activité anti-hémolytique des extraits des différentes parties
d Ecballium elaterium a éé aussi exprimée en termes de concentration d’extrait végeétal
capable d'inhiber 50% de la lyse. Les résultats obtenus (Tableau IIT), confirment ceux
exprimés ci-dessus en pourcentage d'inhibition, et montre que le meilleur pouvoir anti-
hémolytique a été enregistré par I’ extrait des feuilles avec un IC50 de I’ ordre de 0,435 mg/ml,
qui ne présente aucune différence significative avec celui de I’ extrait de la racine qui est de
0,438 mg/ml. Tandis que la faible inhibition a été constatée avec I’ extrait du fruit avec un
IC50 de I’ ordre de 0,476 mg/ml. Ces IC50 des différents extraits montrent un faible pouvoir
anti-hémolytique par rapport au a celui du standard (acide salicylique dans un milieu

isotonique) qui présente une meilleure efficacité avec un 1C50 de 0,154 mg/ml.




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau III: L’ efficacité des différents extraits d’ Ecballium et du standard qui est I’ effet de
I’ acide salicylique sur les érythrocytes incubées dans le milieu isotonique.

Lesparties IC50 en mg/ml
Racine 0,438
Tige 0,452
Feuille 0,435
Fruit 0,476
Standard 0,154

Selon la recherche bibliographique sur les plantes médicinales qui pouvant combattre
I effet hémolytique de I’ acide salicylique (aspirine) sur les érythrocytes, aucun travail n'a été
effectue.

Quelque médicaments sont susceptibles de provoquer une oxydation de I’ hémoglobine
en méthémoglobine, lorsquils sont administrés en exces (Mayer and Ley, 1970), Ces
médicaments oxydants ne sont donc hémolysants qu'en cas de prise importante ou de
surdosage .Par ailleurs, ils sont impliqués dans la plupart des cas dans I'induction de I'anémie
hémolytique chez les sujets possédant une déficience enzymatique en G6PD et en pyruvate
kinase ( Sanford et al .,1986) In vivo, I'effet hémolytique des médicaments oxydants peut

étre évité en associant un autre anti-inflammatoire avec un antioxydant tel que lavitamineE .

Donc on peut suggérer que I'effet anti-hémolytique des extraits des quatre parties
d Ecballium elaterium est di & sa composition et sa richesse en quelques composants tel que
la vitamine E, ains des études menées par (Houcher et al, 2001) ont démontré que la
vitamine E est I'un des puissants antioxydants, la vitamine E protege les cellules
érythrocytaire de la destruction et la peroxydation lipidique et neutralise les radicaux libres.

II1-3-3 Variation destaux d’Hémolyse induite par le chlorure de sodium (NaCl)

Les résultats de |I"hémolyse induite par le chlorure de sodium, agent oxydant qui
possede la capacité de détruire la membrane suite a la peroxydation lipidique des acides gras

insaturés, qui sont présents dans la membrane érythrocytaire (Louerrad et al., 2016).
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D’apres les résultats obtenus (Figure 10), le taux d’hémolyse dépend de la
concentration de NaCl. Une concentration de 3,5 mg/ml a provogqué une hémolyse tres
importante (hémolyse totale). Cependant, pour les concentrations beaucoup plus éevées (4, 5
et 6 mg/ml) I"’hémolyse diminue et tend a étre nulle a la concentration de 7 mg/ml (milieu
pratiquement isotonique ou la concentration dans le milieu sont presque égale aux
concentrations al’ intérieur des globules rouges).
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Figure 10: Taux d’hémolyse induite par différentes concentrations de NaCl.

Cesrésultats s accordent avec les résultats rapportés par Louerrad et ses collaborateurs
(Louerrad et al., 2016) qui montre que I’ activité hémolytique a été observé a partir d’une
concentration de 3,5 mg/ml, suite a un stress oxydatif. Les cellules réagissent en accumulant
les especes réactives de I’ oxygene et I’hémoglobine sera exposée, ce qui entraine une perte
d éasticités membranaire des globules rouges.

I11-3-4 Effet des extraits sur I’hémolyse induite par le chlorure de sodium

L’ effet anti-hémolytique des extraits d' Ecballium a différentes concentrations et du
standard (quercitine) vis-a-vis de I’hémolyse induitt par le chlorure de sodium dans un milieu
hypotonique, ont été évaué par la capacité de ces extraits a protéger la membrane des

globules rouges, les résultats sont présentés danslaFigure 11.

.
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Figure 11 : Taux d’inhibition de |’ hémolyse induite par le chlorure de sodium a différentes
concentrations des extraits d’ Ecballium elaterium.

D’ apres ces résultats, les extraits des quatre parties testées d’ Ecballium elaterium ont
montrées des différences significativement importante en terme concentrations en fonction de
la partie étudie (P < 0,05). Ces extraits assurent aux globules rouges humains une protection
contre I’hémolyse induite par le chlorure de sodium. Le pourcentage d inhibition de chaque
extrait augmente en fonction des concentrations utilisée. Par exemple, I'extrait des feuilles
avec une concentration de 1 mg/ml présente un taux d'inhibition de 76,66 + 0,25%, aors
gu’ aune concentration de 0,1 mg/ml, il présente un taux de 36,21 + 0,20%.

Les résultats précédents ont é&é exprimés auss par le calcul des concentrations
inhibitrices de 50% du pourcentage d’inhibition (Tableau 1V).

-
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Tableau |V : L'efficacité des différents extraits d Ecballium et du standard contre

I”hémolyse induite par e chlorure de sodium exprimé en 1C50.

Parties IC50 (mg/ml)
Racine 0,467
Tige 0,457
Feuille 0,456
Fruit 0,418
Quercitine 0,383

L’ efficacité anti-hémol ytique des extraits d’ Ecballium elaterium est faible pouvoir par
rapport a celle d un flavonoide de référence quercitine qui a donné un 1C50 = 0,383 mg/ml
(Annexe VI). La meilleure activité anti-hémolytique IC50 le plus faible qui est de I’ ordre de
0.418 mg/ml)) a été constaté avec I'extrait du fruit. Il est a noter que tous les extraits ont

donné des IC50 inférieur 2a0.5 mg/ml.

Le pourcentage d’inhibition des extraits d’ Ecballium elaterium est meilleur que celui
de I’ extrait aqueux de la plante Haloxylon scoparium (Louerrad et al., 2016). Cette derniére
a donné un pourcentage d'inhibition de 39,85% pour une concentration de 1 mg/ml. Donc
I’ extrait aqueux de cette plante posséde une capacité faible pour protégé la membrane contre

les dommages causés par |’ agent oxydant NaCl.

Une étude faite par Moreira et ses collaborateurs (Moreira et al., 2011) a rapporté
que le propolis (extrait de résine) possede un bon effet antioxydant au niveau des érythrocytes
vis-avis a stress oxydant induit par différentes concentrations de NaCl. Cet effet est du a sa
richesse en composés phénoliques et en flavonoides. En effet, les flavonoides préviennent des
dommages oxydatifs causes dans les érythrocytes, et cette protection peut étre due a la

chéation du fer danslacdlule.

Les composés phénoliques et les flavonoides attribuent aux plantes un pouvoir
protecteur contre le stress oxydatif. Cependant I'effet protecteur peut étre influencé par
plusieurs facteurs tels que, les teneurs d ces composes dans les plantes qui varient
essentiellement selon leur origine, la saison de récolte, ainsi que les conditions climatiques et

environnementales (Ebrahimzadeh et al., 2008).
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I11-3-5 Effet de la concentration du triton X-100 sur I’hémolyse

Ce protocole expé&imental a éé adapté pour évaluer I'effet des différentes
concentrations du triton X-100 sur le taux d’hémolyse des érythrocytes.

Selon la Figure 12, le taux d hémolyse des globules rouges dépend de la
concentration du triton X-100 présent dans le milieu réactionnel. L’ hémolyse des globules
rouges augmente en fonction du pourcentage du triton X-100, jusqu’ a atteindre une hémolyse

totale pour la concentration la plus élevé qui est de 1%.
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Figure 12 : Courbe représentent I’ effet des concentrations du triton X-100 sur les
érythrocytes.

Le triton X-100 a la capacité de perturber la membrane des globules rouges et des
cellules en général. C’est un détergent de synthése non ionique qui est constituée d' une partie
polaire hydrophile et d' une queue hydrophobe. Les molécules du triton X-100 rentrent en
interaction avec les parties hydrophobes des lipides de la membrane érythrocytaire jusgqu'a
saturation, ce qui provoque |’ extraction des lipides et puis la perturbation de |’ organisation de
la membrane. A des concentrations tres élevé, les globules rouges seront totalement

solubilisée sous forme de micelles ou de liposomes (Muthu et durais,2015).
I11-3-6 Effet des extraits sur I’hémolyse induite par le triton X-100

Les résultats de |'effet des extraits des différentes parties de la plante Ecballium

elaterium sur |I” hémolyse provoquée par |e triton sont représentés dans la Figure 13.

@
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Figure 13: Taux d’'inhibition de I’hémolyse induite par le triton X-100 a différentes

concentration des extraits d’ Ecballium e aterium.

D’ apres les résultats illustrés dans la figure 13, I’ effet anti-hémolytique qui a été
observé quelgue soit la partie utilisé et méme a des concentrations maximale était tres réduit
et ne dépasse pas dans les meilleur des cas 15% d'inhibition. Presque les mémes résultats ont
été auss enregistrés avec le standard qui est I’ acide gallique (Annexe V11). Le pourcentage
le plus faible de |’ extrait de latige est de I’ ordre de 7,21 + 0,04% pour une concentration de
0,5 mg/ml jusgu'a le pourcentage le plus grand obtenue par la feuille avec 14,97 + 0,15% a
une concentration de 1,5 mg/ml.

Les extraits des différentes parties d’' Ecballium elaterium utilisée contre I’hémolyse
induite par le triton X-100, n'ont montré aucun effet protecteur pour la membrane des
globules rouges, car le triton est un détergent qui possede une structure chimique qui le rend
plus accessible ala membrane des érythrocytes que les extraits. On constate que les composée
bioactifs des extraits de la plante étudié sont probablement incapables d’interagir avec les
lipides de la bicouche lipidique pour prévenir I’ hémolyse (Preté et al., 2011).




Conclusion

Conclusion

L es plantes restent toujours une source importante des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Dans cette éude nous avons essayé de tester les propriétés anti-
hémolytiques d’ Ecballium elaterium, une plante qui appartient a la famille des cucurbitacées

et qui est utilisée en Algérie pour ses propriétés thérapeutique.

L’ extraction par macération dans un mélange hydro-alcoolique des différentes parties
d’ Ecballium elaterium nous as permis de récupérer quatre extraits avec des rendements
variables, le taux le plus élevé était enregistré par I’ extrait des feuilles avec 31,28%. La
guantification des composées phénolique dans ces extraits a révélé la présence des
polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins

L’ extrait du fruit était le plus riche en composée phénolique. Le taux des polyphénols
totaux était de I’ ordre de 2,66 + 0,04 g EAG/ 100g MS, celui des flavonoides était de 4,84 +
0,08 g EQ/100 g MS, et celui des tannins était 0,70 + 0,05 g EAT /100 g MS. Il est suivi par
les extraits des feuilles et des tiges. L’ extrait de la racine éait le plus pauvre en termes de

composeé phénoliques.

Les trois model hémolytique utilisés dans cette étude, a savoir I’ acide salicylique, le
chlorure de sodium et le triton X100, se sont montre trés efficaces, puisqu’ils se sont avéré
capables de provoquée des dommages au niveau de la membrane plasmique des globules

rouges et induire des taux d' hémolyse presque total.

Les effets anti-hémolytiques des différents extraits d’ Ecballium elaterium réalisés ex-
vivo sur les érythrocytes humain ont donné de bons résultats. Dans le cas de |I"hémolyse
induite par |'acide salicylique, c’'est I’extrait des feuilles qui a donné le meilleurs effet anti-
hémolytique avec un 1C50 = 0.418 mg/ml. Lorsque I’ hémolyse a été induite par le chlorure de
sodium, c'étais I’extrait du fruit qui a donné la meilleure activité anti-hémolytique, puisque
son IC50 était de I’ ordre de 0.418 mg/ml. Enfin, lorsgue I'inducteur de I’hémolyse était le
triton X-100, les extraits testés n’ ont révél é presque aucune activité anti-hémolytique.

Ces résultats restent cependant initiaux partiels, et d autres travaux s imposent tant au
niveau chimique que pharmacologique. Il serait donc judicieux a I’avenir d approfondir
I’éude phytochimique de cette plante en essayent d'identifier et de purifier les composes

phénolique responsable de I’ activité anti-hémol ytique et de les testés ex vivo et in vivo.
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Annexes

Annexel : Matérid et réactif utilisés.

Appareillage

Produit chimique

Agitateur

Bain marie

Balance

Broyeur électrique
Centrifugeuse
Distillateur

Etuve

Micropipette

Ph metre
Spectrophotométre
Tamiseur électrique
Barreaux magnétique
Bécher

Tube aessaie

Tube a héparine

Acide galique

Quercitine

Folin- Ciocalteu.

Chlorure d’ hydrogene (HCI)
Ethanol

Protéine Albumine de serum
bovin (BSA)

Triéthanolamine (TEA)

Sodium Dodecyl sulfate
(SDS)
Hydrogéno-phosphate de
sodium (NaHPO,)
Phosphate de sodium
monobasique (NaH,POy,)
Chlorure de sodium (NaCl)
Eau distillée

Carbonate de sodium
(Na,COs)

Trichlorure d’ Aluminium
(AICly)

Acide salicylique

Triton X-100

Dimeéthyle sulfoxide (DM SO)
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Annexe |1 : Courbe d étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux utilisant I’acide

gallique comme standard.

Annexe |11 : Courbe d étalonnage pour le dosage des flavonoides utilisant la quércitine

comme standard.
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Annexe |V : Courbe d’ éalonnage pour le dosage des tanins utilisant I’ acide tannique comme
standard.

Annexe V : Pourcentage d'inhibition du standard (I'effet I'acide salicylique sur les
érythrocytes incubés dans le milieu isotonique).
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Annexe VI : Pourcentage d’inhibition de la quercitine en fonction de concentration dans

I”hémolyse induite par le chlorure de sodium

Annexe VII : Pourcentage d'inhibition de I’acide gallique dans |I’hémolyse induite par le
Triton X-100.



Résumé

La plante Ecballium elaterium est connue pour son usage en médecine traditionnelle, ce
travail a pour objectif de tester |’effet anti-hémolytique des différentes concentrations des
extraits de différentes parties de cette plante contre I’hémolyse menée in vitro sur modéele
membranaires des érythrocytes humains . D’une part, I’éude de contenus des extraits des
différentes partie en polyphénols totaux, flavonoides et tanins ont été estimeés par des dosages
colorimétriques.les résultats démontre que I’ extrait de fruit présente la teneur la plus élevé en
composees phénolique. D’autre part, les testes d'induction d’hémolyse ont été réalisé a
différentes concentrations par |’acide salicylique, le chlorure de sodium et du triton X-100,
ses derniers ont la capacité de provoqué I’hémolyse des globules rouge. Cependant, les
concentrations des différentes parties ont montré un effet protecteur contre I’hémolyse
provoqgue par |’ acide salicylique et le chlorure de sodium, ces mémes extraits n’ont enregistré
aucun effet protecteur contre I’hémolyse induit par le triton X-100.

Mot clé: Ecballium elaterium, hémolyse, composées phénolique, Acide salicylique, Triton
X-100, anti-hémol ytique.

Abstract

The plant Ecballium elaterium is known for its use in traditional medicine, this work aims to
test the anti-hemolytic effect of different concentrations of extracts of different parts of this
plant against the hemolysis conducted in vitro membrane model human erythrocytes. On the
one hand, the study of the contents of the extracts of the various parts in total polyphenoals,
flavonoids and tannins were estimated by colorimetric assays. The results show that the fruit
extract has the highest content of phenolic compounds. On the other hand, the haemolysis
induction tests were performed at different concentrations by salicylic acid, sodium chloride
and triton X-100, the latter have the ability to cause hemolysis of red blood cells. However,
the concentrations of the different parts showed a protective effect against salicylic acid and
sodium chloride-induced hemolysis, and these same extracts showed no protective effect
against triton X-100-induced hemolysis

Key word: Ecballium elaterium, hemolysis, phenolic compound, anti-haemolytic, Acid
salicylic, Triton X-100.
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