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RESUME

Le but de ce travail d’une part, est d'étudier la phytochimie, capacité antioxydante et
antimicrobienne d'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus issue de Tamanrasset,
d'autre part pour évaluer I'effet protecteur des principes actifs dérivés de cette plante sur des rates
atteint une néphrotoxicité par administration de la gentamicine 80mg/kg pendant 08 jour. Il s'agit
d'une étude experimentale menée au laboratoire sur 24 rates femelles Wistar Albinos réparties en
six lots de quatre rates chacun.

L’analyse phytochimique montre que notre extrait contient en polyphénols 29,387+2,208
ug équivalent d’acide gallique/ mg de la matiére seche, flavonoides 8,84+0,317 g équivalent de
quercétine/mg de la matiere séche et tannins condensés (3,907+0,140 pg équivalent de
catéchine/mg de la matiére séche). L'activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré un
pouvoir piégeur avec une 1Csy de 113,383 £3,17 ug /ml. Un potentiel réducteur important par le
test de PM et FRAP a été également montré par cet extrait. Il a montré une certaine activité contre

quelques bactéries telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

A partir de l'analyse biochimique de nos résultats, nous remarquons une diminution
significative de la concentration de I'urée, la créatinine et l'acide urique dans les sangs chez les
groupes intoxiquées par gentamicine et administré les deux doses de I’extrait. Alors que, la
concentration de protéine totale, albumine ont été augmentées. Cependant, les ionogrammes
sanguins ont présenté un changement significatif, chez les rates traitées par Cymbopogon
schoenanthus par rapport aux rates injectées du gentamicine. En outre, cette plante a diminuée le
stress oxydatif qui est traduit par une diminution de la teneur de malondialdéhyde (MDA), une
augmentation du taux du glutathion réduit (GSH), de l'activité de glutathion peroxydase (GPx) et
activité de la catalase (CAT) dans les reins et par conséquence, une amélioration et régénération
du tissu rénale. La présente étude confirme que Cymbopogon schoenanthus peut avoir un effet
protecteur vis-a-vis la toxicité induite par la gentamicine et les pathologies associes au stress

oxydatif.

Mots clés: Cymbopogon schoenanthus, activité antioxydante, activité antimicrobienne,

néphrotoxicité, stress oxydatif.
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LISTE DES ABREVIATIONS
4-HNE: 4-hydroxynonenal
ADN: Acide désoxyribonucléique
AGPI: Acides gras polyinsaturés
Al NS: Anti-inflammatoires non stéroidiens
ARN: Acide ribonucléique
ATCC: American Type Culture Collection
ATP: Adénosine tri phosphate
BHT: Bleu de comassie, butylhyroxtoluene
SBA: Sérum albumine bovin
CAT: Catalase
CO: Cholestérol oxydase
DMSO: Diméthyl sulfoxyle
DPPH: 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl
DTNB: Acide dithio-bis2-nitrobenzoique
EC : extracellulaire
EPO: Erythropoiétine
ET-1: Endothéline -1
GM: Gentamicine
GPx: Glutathion peroxydase
GSH: Glutathion réduit
GSSG : Glutathion oxydé
HCI: chlorure d'hydrogene

H,0,: Eau oxygéné



H,SO,: Acide sulfurique IRA: Insuffisance rénale aigué
H3PO,: Acide phosphorique

KDa: Kilo daltons

KH,Po4: monopotassium phosphate
MDA: malondialdéhyde

Mmol/l : Millimole par litre

MoO,: Molybdate

Mo: Molybdéne

NAD: Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NADH: Nicotinamide adénine dinucléotide d’hydrogéne
NH3: Ammoniaque

O,": Radical superoxyde

O,: Oxygene singulet

OH’: Radical hydroxyle

OMS: Organisation mondiale de la santé
OTA: Ochratoxine A

P: Phosphore

PCI: Produits de contraste iodés

PG: Prostaglandine

PM: Phosphomolybdate

PTP: Pore de transistion de perméabilité
ROS: Reactive oxygen species

Se: Sélénium

SOD: Superoxyde dismutase



TAC: Capacité antioxydante totale

TBA: Acide thiobarbiturique

TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances
TBS: Tris-buffered saline

TCA: Acide trichloroacétique

TPTZ : Tripyridyltriazine ferrique

Zn: Zinc
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Introduction générale

Depuis fort long temps, les ressources naturelles constituent la source principale de
remede pour soigner différentes maladies et infections et demeure jusqu'au présent, la source
principale pour I'obtention des nouvelles molécules actives dans le domaine pharmaceutique
(Paris et Schawenberg, 1977). Les plantes médicinales ont été utilisés par la population de
certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement (Bourmita et al., 2013;
Tabuti et al., 2003 ) En effet, la médecine traditionnelle contribue a la satisfaction des besoins
en matiere de santé de plus de 80% de la population africaine (Rukangira, 1997). Les
ressources végétales spontanées comptent environ 500.000 espéeces de plantes supérieures
(Maiza et al., 1993), dont 80.000 possédent des propriétés médicinales (Bouallala et al.,
2013). ont des propriétés curatives en raison de la présence de diverses substances chimiques

complexes (Kuttiappan et al., 2015).

Aujourd'hui, la recherche scientifigue fondamentale et clinique a été menée sur les
plantes médicinales et leurs formulations, avec des méthodes sophistiquées et développées
utilisées dans plusieurs d'institutions ou d'universites. Ces plantes sont aussi une source riche
d'antioxydants qui sont connus pour prévenir ou retarder I’apparition des espéces réactives
d’oxygéne responsables du stress oxydant; qui est considéré comme facteur déclenchant ou

aggravant plusieurs maladies, tels que la néphrotoxicité (Prusty et al., 2012).

La gentamicine, un aminoglycoside important, est connue pour provoquer certain
nombre d'altérations morphologiques, métaboliques et fonctionnelles dans le rein et la
specificité de la néphrotoxicité de la gentamicine est apparemment liée a son accumulation
dans les tubules rénaux renversés proximaux conduisant a une nécrose tubulaire
(Chandavarkar et al., 2017). Plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro ont examiné le
role des plantes médicinales, des flavonoides et des molécules a pouvoir antioxydants soit
pour prévenir ou atténuer la néphrotoxicité induite par les antibiotiques (Priyadarsini et al.,
2012). Dans cette étude, nous avons intéressé a tester I'effet protecteur des principes actifs

dérivés de Cymbopogon schoenanthus pour la néphrotoxicité induite par la gentamicine.

Dans le sud du Sahara algérien, Cymbopogon scheenanthus est trés commun. Ses
particules florales servent a préparer des infusés fébrifuges. Ses racines sont odoriférantes et
sont utilisées en parfumerie. Cette espéce existe également en quantité appréciable dans la
région de Tamanrasset (Sahara méridional), elle a été signalée par le centre de recherches

sahariennes parmi les plantes qui méritent des études (Paris et Dillemann, 1960).
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Dans ce contexte, ce travail est consacré a I'étude phytochimique et a I'évaluation du
potentiel antioxydant et antimicrobien de [I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon
schoenanthus. Le manque d'informations de nature chimiques et/ou biologiques approfondies,

sur cette espéce spontanée, justifie le choix de cette plante.

Notre travail sera présenté comme suit: une premiere partie est une synthese

bibliographique, qui constitué de deux chapitres :

%+ Chapitre | est consacré a un rappel sur lI'anatomie et la physiologie du rein, la toxicité
rénale avec les différentes causes de néphrotoxicité, provoquée par gentamicine et son
mécanisme ainsi que nous avons abordé les biomarqueurs cliniques et biologiques de la
néphrotoxicité de gentamicine.
% Chapitre Il est focalisé sur I'étude du stress oxydant ainsi, nous avons fait un survol
bibliographique sur I'espéce Cymbopogon schoenanthus;

La seconde décrit la partie expérimentale, qui est constituée de:

R/

% Matériels et méthodes utilisés lors du travail expérimental.

X/

*

< L'ensemble des résultats obtenus et la discussion.

Enfin, ce travail s'acheve par une conclusion générale et des perspectives.
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1.1. Anatomie du rein

Les reins humains sont deux organes de couleur brun-rouge et particularité: jumeau
(Olmer, 2003 ). En forme d' haricot (Hugol, 2014; Olmer, 2003 ). lls pésent environ 140g,
mesurent 12cm de long, 6cm de large et 3cm d'épaisseur (Ramé et Thérond, 2009). Ils sont
situés dans I'abdomen a la hauteur des deux dernieres cotes et a proximité du dos; le rein droit
se trouve en dessous et en arriere du foie et le rein gauche en dessous et en arriére de la rate
(Olmer, 2009).

Les reins sont enveloppés d'une capsule fibreuse résistante qui leur donne un aspect
brillant sur la coupe sagittale (Figure 01) (Kévin, 2014). L'organe comporte une zone corticale
périphérique occupant environ 1/3 de la hauteur et une médullaire deux fois plus épaisse. La
médullaire est formée de plusieurs pyramides de Malpighi (Chalamet, 2015), se divise en
deux parties: 1’une externe elle-méme subdivisée en deux sous parties et 1’autre interne
(Chalamet, 2015; Kutchaw, 2009), ils sont entourés de tissu adipeux. Le p6le supérieur d'un
rein est recouvert d’une glande endocrine, la surrénale. D'autre part, sur la face concave de
chaque rein, tournée vers la colonne vertébrale, se trouve une échancrure appelée "hile", par
laquelle pénetrent l'artére rénale et les vaisseaux lymphatiques et d’ou sortent la veine rénale
et I’'uretére qui transporte 1’urine jusqu’a la vessie (Kévin, 2014). Le bassinet est une structure

représentant le segment initial dilaté de I'uretére (Kutchaw, 2009).
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\
\
a. arciforme du rein

Figure 01: Coupe sagittale du rein (Hugol, 2014)
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1.1.1. Fonctions rénales

Le role essentiel et le plus connu des reins est la formation de I'urine (Olmer, 2003). Le
rein filtre le sang, il le débarrasse de ses déchets (Kutchaw, 2009; Massé, 2010). Qu'ils soient
endogenes (déchets métaboliques, essentiellement produits azotés, urée, créatinine, bilirubine,
hormones) ou exogenes (toxines, antibiotiques, médicaments et métabolites). Cette filtration,
qui a lieu dans les glomérules, donne l'urine primitive qui sera composée d'eau, d'électrolytes,

et de molécules de faible taille (Bossuyt et Boeynaems, 2001; Bunel, 2014).

Le rein régule 'homéostasie du milieu intérieur, c¢’est-a-dire le maintien de I'équilibre
hydro-électrolytique (Martin et al., 2006). ) et acido-basique de l'organisme (Kutchaw, 2009).
Elle contréle les concentrations d'électrolytes telles que sodium, calcium, potassium, chlore
mais également et surtout de I'eau (Rabiller, 2013).

Le rein remplit également des fonctions endocrines (Massé, 2010). Elle sécrete la
rénine, une enzyme qui agit sur l'angiotensinogéne, formé par le foie, pour produire

I'angiotensine, une hormone qui fait augmenter la pression artérielle (Kierszenbaum, 2006).

En autre I'angiotensine stimule la production de l'aldostérone, qui augmente la résorption de
sodium dans le rein. (Rémond, 2007). Elle produit également I'‘érythropoiétine (EPO), une
hormone qui stimule la production des globules rouges par la moelle Osseuse (Buyse, 2005).
Le rein intervient aussi dans le métabolisme de vitamine D qui transformée en calcitriol, sa
forme active. Elle favorise I'absorption du calcium dans le tube digestif et sa fixation sur les
0s (Hennen, 1996 ; Gimie, 2010).

1.1.2. Le néphron

Le néphron représente 1’unité fonctionnelle du rein (Balas, 2008; Godin-Ribuot, 2011,
kutchaw, 2009). Chaque rein comprend environ un million de néphrons (Massé, 2010;
Taulan, 2004). Chaque néphron est forme par des structures hautement différenciées qui
assurent 3 processus fondamentaux: filtration, réabsorption et sécrétion (Kévin, 2014). Il
comprend un corpuscule de Malpighi, un tube contourné proximal, une anse de Henlé avec
ses branches descendantes et ascendantes, un tube contourné distal et un tube collecteur
(Chalamet, 2015).
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Figure 02: Structure du néphron (Godin-Ribuot, 2011)
1.1.2.1. Le corpuscule rénal

Le corpuscule rénal (ou corpuscule de Malpighi), est une structure qui est composée de
deux éléments: le glomérule rénal et la capsule rénale, appelée capsule de Bowman (Hugol,
2014).

1.1.2.1.1. Le glomérule

Le glomérule est une sphére mesurant de 150 a 250 microns, possédant un pole urinaire
ou s’insere le tube contourné proximal, et un pdle vasculaire dans lequel pénétre 1’artériole
afférente (Callard, 2016). Chaque glomérule est constitué d’un peloton de quatre a cinq anses
capillaires (Sherwood, 2006). Le glomérule a pour fonction premiére de filtrer le sang des
capillaires glomérulaires et de former I'urine primitive ou ultrafiltrat (Chalamet, 2015).

1.1.2.1.2. La capsule de Bowman

La capsule de Bowman est une enveloppe périphérique, refermée sur le glomérule. Elle
est constituée d’un feuillet pariétal, épithélium simple et plat, continu avec les cellules
¢pithéliales du tube contourné proximal, et d’une paroi interne, feuillet viscéral, formé par les

podocytes. Entre les deux feuillets se trouve la chambre glomérulaire (Ganong, 2003).
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1.1.2.2. Systeme tubulaire

Le systéme tubulaire est une succession de tubes qui conduisent 1’urine du glomérule
au tube collecteur. Ce systeme est divisé en plusieurs parties (Figure 02) constituées sur la

base de différences histologiques et fonctionnelles (Hébert, 2004; Newman, 2012).
1.1.2.2.1. Le tube proximal

Se compose du tube contourné proximal et de la branche descendante large de 1’anse de
Henlé. Ce segment est le plus large et le plus long qui chemine uniquement au sein du cortex
(Chalamet, 2015). Le tube contourné proximal est le siege de la réabsorption des molécules
de bas poids moléculaire et d’une partie des électrolytes (Mathon, 2016). Environ 70% de

I’ultrafiltrat glomérulaire est réabsorbé par le tubule proximal (Kévin, 2014).
1.1.2.2.2. L'anse de Henlé

Le segment qui suit est I’anse de Henlé, en forme de U: sa branche descendante étroite
s'enfonce dans la médullaire et sa branche ascendante (Kévin, 2014). Le segment descendant
est perméable a l'eau mais sa perméabilité a I’urée et au chlore étant moindre et par contre le
segment ascendant est imperméable a I'eau mais les ions sodium et chlorure sont réabsorbés
vers le milieu interstitiel (Chalamet, 2015), Sa partie large posséde une bordure épithéliale en
brosse et des cellules & nombreuses mitochondries donc avec une activité métabolique
importante qui permet la réabsorption active de 25 % des quantités filtrées d'ions sodium,
chlore, potassium, calcium, bicarbonate, de 60 % du magnésium (Kévin, 2014).

1.1.2.2.3. Le tube distal

Le tube distal comprend le tube contourné distal et la branche ascendante large de
I’anse de Henl¢ (Chalamet, 2015). La réabsorption des ions sodium du liquide tubulaire a lieu

a cet endroit, sous contrdle de I’aldostérone (Hugol, 2014).
1.1.2.2.4. Le tube collecteur

Chague tube collecteur draine plusieurs néphrons, il fusionne dans la médullaire interne
avec d’autres tubes collecteurs pour constituer un tube de plus fort calibre: le tube de Bellini,
celui-ci se termine par un tube papillaire qui s’ouvre dans le bassinet (Moreira, 2004). Il

permet le retour de I’eau tubulaire vers le milieu intérieur, grace au gradient cortico-papillaire
(Grucker, 2002).
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I.2. La néphrotoxicité

La néphrotoxicité peut étre definie de facon tres large comme I'ensemble des altérations
fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement par des agents
chimiques (ou leurs métabolites), qui sont absorbés dans I'organisme quelle qu'en soit la voie
de pénétration (Stengel et Simon, 1996).

Le mécanisme de toxicité le plus courant est la nécrose tubulaire aigué (Schortgen,

2005). La nécrose tubulaire aigue est une entité anatomo-pathologique qui se manifeste

premiérement par l'altération ou la destruction des cellules épithéliales des tubes rénaux. En
médecine humaine, la nécrose tubulaire aigue est la premiere cause d’insuffisance rénale
aigue (Chalamet, 2015). Ces lésions conduisent a une obstruction de la lumiére des tubules
par des débris cellulaires. Parallélement, la diminution de la réabsorption tubulaire de sodium
entraine une stimulation du systéme rénine-angiotensine et donc une vasoconstriction de
I’artériole glomérulaire afférente. La conséquence principale est une diminution de la
filtration glomérulaire (Kirch, 2007). La nécrose tubulaire aigué apparait lors de sur dosages.
On observe alors une augmentation de l’excrétion des marqueurs tubulaires (alanine
aminopeptidase, glutamyl transférase, N acétyl glucosaminidase), ce qui sous entend une

souffrance de cette partie des néphrons (Grucker, 2002).

Cependant il ne faut pas méconnaitre les autres Iésions possibles car certaines imposent
des mesures spécifiques dans la prise en charge. Une altération de la perfusion rénale par
vasodilatation de l'artériole efférente et/ou vasoconstriction de l'artériole afférente, une
néphrite interstitielle immuno-allergique, des lésions de néphroses osmotiques et une
microangiopathie thrombotique peuvent avoir une origine médicamenteuse (Schortgen, 2005).
La nécrose tubulaire aigue moins graves que celles entrainées par une néphrite interstitielle et
on observe souvent un retour a la normale avec un traitement adapté (Grucker, 2002;
Fourcade, 2006).

1.2.1. Classification
1.2.1.1. Néphrotoxicité aigué

La néphrotoxicité fonctionnelle, dose-dépendante et réversible, est associee a des
altérations de I'némodynamique intrarénale et une réduction du débit de filtration glomérulaire
qui debute trés précocement apres l'initiation du traitement. Cette vasoconstriction est la
conséquence d'une augmentation du tonus sympathique, d'une activation du systeme rénine-

angiotensine, d'une diminution de la production de molécules vasodilatatrices
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(prostaglandines, monoxyde d'azote) et d'une augmentation de la production d'endothéline-1
(ET-1) (Bouvier, 2012; Pallet et Anglicheau, 2008).
1.2.1.2. Nephrotoxicité chronique

La néphrotoxicité chronique est caractérisée par une artériolopathie constituée de dépots
hyalins dits « en collier de perle » une atrophie tubulaire, une fibrose interstitielle en bandes et
une glomérulosclérose. La vasoconstriction et les Iésions des cellules endothéliales peuvent
conduire a une nécrose des cellules musculaires lisses et a une hyalinisation des parois
vasculaires, réduisant le diamétre de la lumiere du vaisseau a l’origine d’une ischémie

chronique, contribuant ainsi a la fibrose en bande (Liptak et Ivanyi, 2006).
1.2.2. Etiologiques

Les diverses néphrotoxines qui peuvent induire la néphrotoxicité sont:
1.2.2.1. Les substances médicamenteuses

De nombreuses substances médicamenteuses sont connues pour leurs effets
néphrotoxiques. Les mécanismes physiopathologiques de ces médicaments sur le rein sont
variables et chacun d’eux peut altérer des fonctions et/ou des structures du rein par un ou des

processus qui lui sont propres (Kévin, 2014). Les classes pharmacologiques a risque sont:
% Les antibactériens

Les aminosides sont les antibiotiques néphrotoxiques les plus prescrits. La marge entre
la dose thérapeutique et la dose toxique est trés étroite (Ben hmida, 2007). Le mécanisme de
la toxicité est lie a un effet cytotoxique direct, dose dépendant, du a ’accumulation excessive
de ces médicaments dans le cortex rénal (Ezaitouni et al., 1999; Svetlana et al., 2009). Cette
accumulation entraine une libération d’enzymes qui détruisent les cellules tubulaires.
Plusieurs types d’atteinte rénale ont été décrits suite a 1’administration des aminosides:
nécrose tubulaire aigue, néphropathie interstitielle aigue, syndrome de Franconie (Svetlana et
al., 2009). La toxicité élevée et réduite des aminosides était observée durant les périodes ou la
prise de nourriture était respectivement minimale (repos) et maximale (activité) (Thibault,
2001).

% les anti-inflammatoires non stéroidiens (Al NS)

L’utilisation prolongée ou réguliere de ces médicaments majore le risque de
néphrotoxicité. Les sujets agés sont a haut risque de néphrotoxicité des Al NS du fait des
modifications physiopathologiques rénales liées au vieillissement (Capet et al., 2001).
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Les AINS sont des inhibiteurs de la synthése des prostaglandines rénales. On distingue
différentes affections rénales résultant de 1’inhibition de la synthése des PG et d’autres liées a
une toxicité propre des AINS. On peut alors rencontrer des insuffisances rénales aigués (IRA),
une nécrose papillaire aigué, une rétention hydrosodée, un syndrome néphrotique ou une
néphrite interstitielle (Grucker, 2004). L’inhibition de la synthése de la prostaglandine par les
AINS entraine une baisse du flux sanguin rénal et de la filtration glomérulaire (Danel, 2001).
% Anticancéreuses

Seuls les médicaments qui peuvent créer une insuffisance rénale irréversibles (Stengel
et Simon, 1996). Certains des médicaments anticancéreux utilisés en hématologie présentent
une toxicité rénale. Notamment les dérivés du platine tels que le cisplatine, et les antifolates
tels que le méthotrexate, qui sont les plus connus (Zimner-Rapuch et al., 2010). Le cisplatine
utilisé dans les tumeurs pulmonaires a petites cellules, testiculaire, ovarienne, veésicale, de la
face et du cou, est trés néphrotoxique (Stengel et Simon, 1996). L’incidence de la
néphrotoxicité du cisplatine est élevée. Chez ’homme, elle affecte 25 a 33% des malades
traités apres une injection unique et 50 a 75% lors d’administration répétées (100). La
néphrotoxicité induite par le cisplatine est caractérisée par une nécrose tubulaire aigué au
niveau du segment S3 du tubule proximal associé a une fibrose interstitielle (Moreira, 2004).
s Antifongiques

L'amphothéricine B est un des antifongiques les plus utilisés en particulier au cours des
cryptococoses et des aspergilloses (Ben hmida, 2007). L'administration de 1’amphotéricine B
induit une vasoconstriction intrarénale aigué et une altération des cellules épithéliales rénales.

La néphrotoxicité de I'amphotéricine B pose un probléme clinique majeur qui complique la
prise en charge du patient et augmente la morbi-mortalité (Deray et al., 2002). L'importance
de la toxicité de I'amphotéricine B pour les cellules fongiques repose sur sa haute affinité pour
I'ergostérol (Plante, 2001).

% produits de contraste iodés (PCI)

Les produits de contraste iodés sont injectés chez les patients en radiologie dans un but
diagnostique. Il existe deux principaux mécanismes impligués dans la toxicité rénale des PCI:
une ischémie médullaire et une toxicité directe sur les cellules épithéliales tubulaires majorée
par P’ischémie (Kévin, 2014). De nombreux produits de contraste iodés sont utilisés en
imagerie médicale mais seuls les produits administrés par voie intra-artérielle ou intraveineuse
et excrétés par les reins sont néphrotoxiques (Lyszyk, 2014). La répétition des produits de
contraste a quelques jours d’intervalle est un facteur de risque important d’insuffisance rénale

aigué (Hannedouche et Krummel, 2008).
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s Enzyme de conversion de I'angiotensine

Les enzymes de conversion de l'angiotensine sont des médicaments prescrits dans les
maladies cardiovasculaires. (Chalamet, 2015; Kévin, 2014). lls inhibent la synthése de
I'angiotensine 11 et la dégradation de la bradykinine (Bouzouita, 2016; Kévin, 2014). Ainsi, ils
bloquent toutes les actions de I’angiotensine II: son action vasoconstrictrice, son rétrocontrole
sur la sécrétion de rénine, son effet stimulateur dans la libération d’aldostérone par la
corticosurrénale et dans la libération de noradrénaline (Kévin, 2014).
% Les diurétiques

Les diurétiques sont des molécules largement utilisées en médecine vétérinaire. lls ont
tous en commun la propriété d’augmenter 1’élimination rénale du sodium et de I’eau
(Bouzouita, 2016). La plupart des diurétiques étant fortement fixés aux protéines du plasma,
ils sont éliminés principalement par sécrétion tubulaire. Suite a leur administration, on peut
observer des troubles hydroélectrolytiques, notamment une déplétion sodée excessive a
I’origine d’une déshydratation et d’une hypovolémie. Ainsi, ils peuvent entrainer des troubles

de la kaliémie et de la natrémie (Kévin, 2014).

1.2.2.2. Les métaux

Les métaux sont potentiellement néphrotoxiques et causent des lésions au sein des
tubes proximaux méme lors d’exposition a doses faibles (Chalamet, 2015). Les métaux lourds
principalement le mercure, le cadmium, le plomb, I'étain et l'arsenic peuvent engendrer des
dysfonctions mitochondriales a la base de déplétions en ATP perturbant le métabolisme
cellulaire rénal. Des conjugaisons au Glutathion réduit (GSH) ou aux cystéines protéiques
sont a la base d'une élévation du stress oxydatif (Bunel, 2014). L’uranium est un élément
radioactif naturel qui serait modérément néphrotoxique a des doses environnementales
comparativement a d’autres métaux lourds tels que le plomb, le cadmium ou le mercure
(Gueguen et Rouas, 2012). L’action toxique de I’uranium est aussi liée a ’accumulation de ce
dernier dans I’épithélium des tubules rénaux induisant une diminution de l'efficacité¢ de la
réabsorption des néphrons. Au niveau cellulaire, une atteinte sévere s‘accompagne, entre
autres, d'une perte de la bordure en brosse, d'un gonflement cellulaire et d'une hypertrophie

vacuolaire, allant jusqu'a la mort des cellules épithéliales (Magali, 2004).
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1.2.2.3. Les mycotoxines

L’ochratoxine A (OTA) a une trés grande affinité pour certaines proteines plasmatiques
ou elle est fixée a 90 %. Cette fixation retarde le transport de l'ochratoxine A vers les
différents organes et augmente sa demi-vie sérique et par conséquent contribuerait au
développement des effets toxiques chroniques de cette toxine (Tozlovanu, 2008). L'OTA a un
effet néphrotoxique dans toutes les especes de mammiféres monogastriques chez les qu’elle a
été administrée. Une exposition a des fortes doses d'OTA affecte gravement le
fonctionnement du rein et sa morphologie: ceci est révélé par une augmentation du poids des
reins, du volume d'urines émises et de la concentration plasmatique en urée, mais aussi par
une glucosurie et une protéinurie (Rouvier, 2002). Elles induisent de la nécrose et de
I'apoptose, et stimulent la réponse inflammatoire, ce qui peut conduire a l'installation de la
fibrose (Bunel, 2014).

1.2.2.4. Plantes toxiques

Certaines préparations d'herbes chinoises comme Aristolochia fangchi contiennent des
néphrotoxines responsables d’atteintes rénales lorsqu’elles sont ingérées en grande quantité
(Klein, 2009; Lahsissene et al, 2009). Les effets toxiques des plantes médicinales chinoises
incriminées sont le plus probablement liés a leur contenu en acides aristolochiques.
(Vanherweghem, 2002), qui est trés toxique. Il provoque une irritation rénale allant jusqu'a la
nécrose des éléments épithéliaux des reins (Zekkour, 2008). Les especes d'Aristolochia
Clematitis, contient 1’acide aristolochique, composé néphrotoxique (Abaouz, 2015; Ouzzane

etal., 2014).
1.2.3. Facteurs de risque

Les facteurs de risque de néphrotoxicité sont 1’insuffisance rénale préexistante, ou une
association avec I’administration concomitante de médicaments modifiant 1’hémodynamique
glomérulaire (AINS, vancomycine, furosémide, par exemple) (Zimner-Rapuch et al., 2010).
Les personnes agées sont aussi plus vulnérables a la néphrotoxicité, probablement en raison
d’une diminution de la fonction rénale et d’une diminution de la capacité de régénération des

cellules (Lord et Ménard., 2002).
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1.3. Gentamicine et néphrotoxicité

La gentamicine, un antibiotique de la famille des aminosides est trés efficace dans le
traitement des infections graves causées par les souches sensibles des bactéries Gram négatif
(Baxter, 2012; Plante, 2001). Qui affecte la croissance bactérienne par inhibition spécifique de
la syntheése protéique normale chez les bactéries sensibles (Léger, 2015; Epote-Ewane, 2014).
En se fixant a I'ARN ribosomal 16S de la sous-unité 30S du ribosome bacteérien, ils inhibent
les trois étapes de la synthése des protéines bactériennes: l'initiation, I'élongation et la

terminaison (Kévin, 2014).

La gentamicine est un medicament dont les propriétés néphrotoxiques sont actuellement
bien connues (Rouas, 2010; Schortgen, 2005).

Elle est responsable de toxicité rénale dans 10-15 % des cas (Chalamet, 2015). Elle est
une molécule polarisée, tres hydrosoluble, peu liposoluble, utilisé en injection intraveineuse
ou intra-musculaire, éliminée sans métabolite par les reins, sans sécrétion biliaire ni digestive
(Soulat, 2013, Poirrier, 2010). L'¢élimination est essentiellement par filtration glomérulaire,
puis elle est réabsorbé et s’accumule dans le rein conduisant a une atteinte des cellules
tubulaires proximales (Dione, 2013). Elle est normalement utilisée sous la forme de sel de
sulfate (Baxter, 2012).

1.3.1. Mécanisme d'action néphrotoxique de gentamicine

Les gentamicines sont des petites molécules non liées aux protéines qui sont éliminées
exclusivement par filtration glomérulaire. 1ls vont ensuite se fixer par la charge cationique des
groupements aminés sur les sites anioniques phospho-inositols (récepteurs phospholipidiques)
des cellules épithéliales de la bordure en brosse du tube contourné proximal (Ezaitouni et al.,
1999; Lyszyk, 2014).

Une fois fixés, les gentamicines pénétrent dans la cellule par un processus d'endocytose.
Dans les vacuoles, ils s’accumulent dans la cellule, puis sont transférés vers les lysosomes
par la mégaline (protéine transmembranaire environ 600 kDa) (Soulat, 2013), et en provoque
la fragilisation ou diminution de la résistance de la membrane lysosomiale et en alterent le
contenu enzymatique. Ils perturbent le catabolisme lipidique et favorisent ainsi I’accumulation
intralysosomale de déchets lipidiques, appelés corps myéliniques. Ceux-ci peuvent étre
retrouvés dans 1’urine. Les aminosides modifient également ’activité mitochondriale: ils
diminuent la respiration mitochondriale et limitent ainsi la source énergétique de la cellule
(figure 03) (Boudzoumou, 1989; Ezaitouni et al., 1999; Lyszyk, 2014) et inhibent I’ATPase
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Na'/K" dépendante et les phospholipases C. Une atteinte glomérulaire est possible mais plus
rare, due a une ischémie et a une altération de 1’endothélium glomérulaire avec diminution de
’ultrafiltration (Ezaitouni et al., 1999). L’interaction avec les ribosomes et les mitochondries
provoque des dommages cellulaires et entraine une mort cellulaire (figure05) (Schortgen,
2005).

Les aminoglycosides pénétrent dans la cellule tubulaire par d’autres voies, vrai
semblablement par un processus de réabsorption active au niveau apical, mais aussi par le
pole la térobasal (figure 04). Ils sont concentrés dans le cortex rénal avec des valeurs 10 a 20
fois supérieures a la concentration sérique simultanée. Leur demi-vie d’élimination est
normalement de 2 heures mais peut étre prolongée lorsque la fonction rénale diminue et durer
plus de 60 jours (Lyszyk, 2014).

Figure 03 : Mécanismes de néphrotoxicité des aminosides dans les cellules tubulaires

proximales (Kévin, 2014)
A. Accumulation des aminosides dans les lysosomes.

B. Phospholipidose: gonflement des lysosomes qui stockent les aminosides liés aux
phospholipides membranaires sous forme de corps myéloides.

C. Apoptose: éclatement des lysosomes et libération des corps myéloides dans le cytoplasme,

perte des microvillosités de la bordure en brosse, altération de la membrane (Kévin, 2014).
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Figure04: Mécanisme d'assimilation et redistribution subcellulaire de gentamicine

dans les cellules rénales tubulaires et autres (Shamsuyarova, 2015)
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Figure05: Redistribution cytosolique de gentamicine et mécanismes menant & mort cellulaire
par nécrose et l'apoptotique intrinseque (Shamsuyarova, 2015)
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1.3.2. Aspects cliniques et biologiques de la néphrotoxicité de gentamicine

Les examens réalisés classiquement pour évaluer 1’intégrité rénale reposent sur des
analyses biochimiques sanguines (urée et créatinine plasmatiques et mesures de divers
électrolytes), des analyses biochimiques urinaires avec mesures de la protéinurie et créatinurie
et des analyses urinaires classiques (volume, densité urinaire, analyse du culot urinaire)
(Gimie, 2010). Tres vite I’urée et la créatinine sanguines augmentent, traduisant la chute de la
filtration glomérulaire. A signaler quelques aspects particuliers de I’atteinte fonctionnelle
tubulaire telle qu’une glycosurie, une hyperphosphaturie, une fuite excessive de potassium, du
calcium ou du magnésium. Ces perturbations sont en rapport avec une atteinte tubulaire
distale et représentent le syndrome de BARTTER-like qui est réversible a I’arrét de
I’aminoside (Ezaitouni et al., 1999). L’augmentation de 1’excrétion de certaines enzymes
urinaires traduit D’atteinte préférentielle de la bordure en brosse des cellules tubulaires
proximales. Ces enzymes sont: I’alanine aminopeptidase, le gamma glutamine transférase, la
N-acétyl B D-glucosaminidase. Il est aussi noté précocement une augmentation de lI'excrétion
urinaire de P2-microglobuline traduisant une diminution de la réabsorption tubulaire
proximale (Cheyron et al., 2008; Lyszyk, 2014).

Dans le cas particulier des études précliniques I'évaluation de la toxicité rénale
nécessite également un examen histologique (Gimie, 2010). La lésion la plus précoce visible
en microscope électronique est une augmentation du nombre et de la taille des lysosomes
contenant des phospholipides appelés corps myéliniques. A un stade plus avancé, on note un
gonflement des mitochondries et une diminution ou une perte de la bordure en brosse des
cellules épithéliales proximales. Au microscope optique, I'épithélium tubulaire est en partie
nécrosé et les lumiéres de certains tubes sont élargies, encombrées de débris cellulaires. Les
membranes basales tubulaires persistent, et la régénération cellulaire commence tét. Elle
aboutira dans la majorité des cas a la reconstruction ou la régénération totale de I'épithélium
tubulaire. Les signes de régénération peuvent étre observés sous forme de mitoses et de
cellules immatures peu différenciées reprenant progressivement une structure et une hauteur
normales (Ezaitouni et al., 1999). Durant cette phase, le systeme antioxydant rénal redevient
efficace avec le temps: les catalases et la glutathion peroxydase décomposent les peroxydes,
la superoxyde dismutase neutralise les radicaux libres et I'inflammation diminue (Chaaya,
2010).
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1.3.3. Prévention de la néphrotoxicité des aminosides

La néphrotoxicité des aminosides peut €tre prévenue par l’administration en dose
unique quotidienne, avec un traitement court devrait donc étre effectuée dans la grande
majorité des cas et pourrait limiter le risque de toxicité rénale (limite la réabsorption tubulaire
et permet I’excrétion d’une grande partie du médicament) (Kévin, 2014; Schortgen, 2005).
Des études expérimentales et cliniques ont révélé que 1'administration d’une dose quotidienne
unique de gentamicine (a l'origine d'un pic sérique par jour) avait des conséquences
néphrotoxiques moindres que ’administration de la méme dose répartie en deux ou trois
injections quotidiennes. Ceci s'explique par le caractére saturable de la fixation des
aminosides a la bordure en brosse. Cette saturation se produit pour des doses classiques
d’antibiotique, permettant ainsi une diminution de la quantité de molécules réabsorbées. Cette
administration uniquotidienne présente d’autres avantages: une meilleure efficacité
thérapeutique, un intérét économique et pratique. Ces avantages par rapport aux
administrations bi ou tri quotidiennes sont actuellement reconnus en médecine humaine
(Moreira, 2004).

D'autre part, des études supplémentaires devraient permettre d’estimer une différence de

toxicité suivant I’heure d'administration de I’aminoside (Moreira, 2004).

Parmi les principales stratégies utilisées pour protéger le rein de la néphrotoxicité des
aminosides, les résultats les plus probants ont été obtenus avec l'utilisation d’antioxydants. En
effet, la gentamicine peut former des complexes métalliques avec le fer mitochondrial
catalysant ainsi la formation de radicaux libres. Des chélateurs de fer ont été testés et se sont
révelés efficaces dans la prévention de la néphrotoxicité induite par les aminosides. D'autres
moyens de protection basés sur la correction de dysfonctionnements métaboliques ou sur une
augmentation de la capacité de régénération des cellules ont aussi été testés mais restent

encore au stade de I'étude expérimentale (Moreira, 2004).
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Chapitre 11 Stress oxydatif et plantes médicinales

I1.1. Stress oxydatif

Dans les systéemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et leur destruction par des systémes des défenses anti-
oxydantes (Soares, 2005). Ce déséquilibre peut étre du a un déficit nutritionnel en
antioxydants, a une sur production endogene d’origine inflammatoire ou a une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (Collard, 2004). Les radicaux libres peuvent
engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant

des nombreuses cibles: protéines, lipides et acides nucléiques (Soares, 2005).
I1.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique (atome, molécule ou fragment de molécule)
capable d’exister sous forme indépendante (Djeffal, 2013; Finaud et al., 2006). Contenant un
ou plusieurs électrons non apparié sur sa couche électronique externe (Blandine, 2006;
Jungbluth, 2008). Ou contenant deux électrons de méme spin dans une case quantique, c’est a
dire un électron célibataire, c’est la présence d’un électron célibataire confére a ces molécules
une grande instabilité (Blandine, 2006). Ce qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomene
d’oxydation (Djeffal, 2013).

11.1.1.1. Sources des radicaux libres

Pour se protéger des effets délétéres des ROS, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants (Figure 03). On distingue deux sources d’antioxydants
(Haleng, 2007) :

11.1.1.1.1. Source exogenes

Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux ou la
médication (vitamines, I'exposition a I'ozone, les rayonnements ionisants, Oligo-éléments)
(Birben et al., 2013; Bouguerne, 2012). Et aussi de notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme,

obésité, exercice physique intense) (Favier, 2003).
11.1.1.1.2. Source endogénes

Sont des molécules issues de la biosynthése et produits par 1’organisme (Bouguerne,
2012), qui inclut les enzymes, les molécules de faible poids moléculaire et les cofacteurs

denzymes (Krim, 2013) et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion
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peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de
systémes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent
quelques oligoéléments comme le selénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs

d’enzymes antioxydantes (Haleng, 2007).
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Figure 06 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (ROS) et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng, 2007)
11.1.1.2. Cibles et dommages biologiques des radicaux libres

Les dommages induits par les ROS sont : une peroxydation des lipides, une oxydation
des protéines, des mutations de I'ADN. Ces altérations peuvent conduire a des pertes de
fonction et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par I'intermédiaire de l'apoptose
(mort cellulaire programmeée). Les ROS initient également I'apoptose en activant I'ouverture
du pore de transistion de perméabilité (PTP) (Blandine, 2006).

11.1.1.2.1. Peroxydation lipidique

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires (Blandine, 2006). Les lipides et principalement leurs
acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle
(Krim, 2013). Ils sont tres sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation.
L'oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres réactifs.
(Blandine, 2006).
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Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le radical
lipidique réagit avec une molécule d’oxygene (Haleng et al;2007). Il en résulte une altération
de la fluidité membranaire et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs
et la transduction des signaux (Krim, 2013), de la permeabilité et de I'excitabilité des
membranes qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Elle fournit également une grande
variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et 'ADN (figure07) (Blandine,
2006). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique, le malondialdéhyde
(MDA), l'isoprostane, les acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE)
sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique. Cependant, le 4-HNE peut
activer directement le découplage mitochondrial et pourrait ainsi réduire la production
mitochondriale de ROS (Blandine, 2006).
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Figure 07: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Krim, 2013)
11.1.1.2.2. Oxydation des protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ROS. Les plus
réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Baudin, 2006).
Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec,
pour conséquences, 1’apparition de groupements carbonylés (Haleng et al; 2007).Ces
réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations métalliques comme le Cu2” et

le Fe2", peuvent étre classées en deux catégories:
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1°) Celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique,

2°) Les modifications des peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation
lipidique. Ces changements sont tels qu'ils conduisent & une modification structurale des
protéines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de

la sensibilité aux protéases) (Blandine, 2006).

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications
fonctionnelles importantes (non reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité
enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui

s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et al2007).
11.1.1.2.3. Dommage de I’ADN

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premiéres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire (Blandine, 2006). Les
radicaux O, et OH’ provoquent des 1ésions de I’ADN. Ceux-Ci peuvent en effet interagir avec
les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques. Ces
altérations structurales lorsqu’elles ne sont réparées entrainent a long terme des altérations
géniques: cassures chromosomiques, mutations, délétions, et amplifications, a 1’origine d’un

dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Krim, 2013)
11.1.2. Systemes anti-oxydants

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par l'organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de 1’alimentation

ou la médication, et sont donc exogénes (Bouguerne, 2012).
11.1.2.1. Antioxydants enzymatiques
11.1.2.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation des ions superoxyde en peroxyde

d’hydrogene et d’oxygene (Benaraba, 2010).

20, +2H" —  H,0,+0,
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Elle est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydant. C’est ’enzyme antioxydant “anti-O;” > la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée.
L’absence de cette enzyme peut étre 1étale (Bouguerne, 2012). Elle existe sous trois isoformes
qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD)
(Benaraba, 2010; Blandine, 2006).

11.1.2.1.2. Catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire (Bouguerne, 2012), Elle se retrouve
préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol (Blandine,
2006). Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O, (généralement produit par la SOD)
Elle est également responsable de I'élimination d'H,O, par une transformation en H,O et O..
Contrairement & la GPx (Layachi, 2012). Cette enzyme est abondante dans le foie et les

globules rouges (Blandine, 2006; Bouguerne, 2012).
2H,0, — 2H, 0+ 0,
11.1.2.1.3. Glutathion peroxydase (GPXx)

Les enzymes de cette famille sont Selenium (Se)-dependante (Bouguerne, 2012). Elle
est une sélénoenzyme présente dans le sang, les membranes et le cytosol (Benaraba, 2010),
elle joue un réle majeur dans la régulation de 1’état redox physiologique intracellulaire des
cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction des hydroperoxydes (H,0.), et des peroxydes
lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogéne (Bouguerne,

2012).
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0O
11.1.2.1.4. L’héme oxygénase

L'héme oxygénase degrade I'heéme (prooxydant) en biliverdine, puis en bilirubine qui est
un antioxydant, en CO et en fer, et peut prévenir 1’oxydation des LDLs. On distingue 1’héme
oxygénase constitutive et inductible. Cette derniére est induite par le stress oxydant et les

oxLDLs, et possede un effet antiathérogéne chez la souris (Bouguerne, 2012).
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11.1.2.2. Antioxydants non enzymatiques
11.1.2.2.1. Glutathion (GSH)

Est un tripeptide hydrosoluble composé d’aminoacides de glutamate, de cystéine et de
glycine. Présent dans toutes les cellules des mammiferes (Kongshavn et al., 2005), il est le
thiol le plus abondant dans les organismes et les systemes vivants. Il est antioxydant par son
caractere nucléophile et radicalaire (Bouguerne, 2012). Le GSH est un antioxydant endogéne
(Kongshavn et al ., 2005), ainsi qu’un détoxification des composés toxiques électrophiliques
et les xénobiotiques par des réactions de conjugaison catalysées par la glutathion S-transférase
avec la formation des acides mercapturiques (Aouacheri et al, 2009).1l joue un role vital au
sein de plusieurs activités du cycle cellulaire, y compris la synthése des protéines et

I’expression génétique (Kongshavn et al ., 2005) .
11.1.2.2.2. vitamine C

Les vitamines C (acide ascorbique) semblent étre des plus importants dans la lutte contre
le stress oxydant (Blandine, 2006). La formule brute de I’acide ascorbique est CgHgOg
(Massot, 2010), se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire (Blandine, 2006).La
vitamine C est nécessaire a la synthese des vaisseaux sanguins et des muscles, elle favorise
I’absorption du fer présent dans les aliments, elle intervient dans plusieurs mécanismes
hormonaux , Elle joue également un role dans 1’élimination des substances toxiques, elle a des
propriétés anti-oxydantes, c’est-a-dire qu’elle limite les effets néfastes des radicaux libres
(De-Kesel et al .,2006). Bien que 1’ascorbate soit hydrosoluble, il est capable de régénérer la
vitamine E. Son pouvoir antioxydant I’implique dans les mécanismes de défense contre

plusieurs pathologies (Sekli-Belaidi, 2011).
11.1.2.2.3. La vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 8, y). Le
caractére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Seuls o et d

tocophérols possédent les propriétés antioxydantes les plus intéressantes (Pidou, 2010).
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11.1.2.3. Antioxydants d'origine végétale
11.1.2.3.1. Caroténoides

Sont des métabolites secondaires, c’est-a-dire des composés synthétisés par les végétaux
et ainsi nommés car supposes ne pas avoir un réle essentiel dans leur métabolisme, ils
rassemblent plus de 600 composes, appartenant a la famille chimique des terpénoides, dont le
point commun est une longue chaine polyénique comportant en moyenne 11 doubles liaisons
conjuguées. lls regroupent deux classes de composés : les caroténes et les xanthophylles
(Chanforan, 2010). Les caroténoides sont des lipides solubles antioxydants jouant un role trés
important dans la tolérance au stress abiotique (Ben yahmed, 2013). Elle joue un r6le de
régulation de la fluidité membranaire. Mais I’intérét de ces pigments tient également a leurs
propriétés anti-oxydantes. Leur structure permet de piéger les espéces réactives de 1’oxygene
protégeant ainsi la cellule. Cet effet antioxydant présente un avantage pour toutes les espéces
aérobies qu’elles soient ou non photosynthétiques. Certains caroténoides sont des éléments
nutritifs importants pour ’homme et les animaux puisqu’ils servent de précurseurs a la

vitamine A, le rétinol (Savy-morin, 2007).
11.1.2.3.2. Polyphénol

Les polyphénols sont les micro constituants les plus abondants dans 1’alimentation
(Dufour et al., 2014), ils sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales (Akroum, 2010;
Boubekri, 2014 ). Ils sont localisés dans différentes parties des plantes selon 1’espéce végétale
et le groupe polyphénolique (Akroum, 2010), ils sont largement répandues dans le regne
végeétal étant trouvé dans tous les fruits et les 1égumes. lls participent aux réactions de défense
face a différents stress biotiques (agents pathogeénes, blessures, symbiose) ou abiotiques
(lumiére, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols contribuent a la
qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence, aréme,
amertume) (Boubekri, 2014). Nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant,
outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine
et autres protéines (Akroum, 2010). lls peuvent étre répartis en plusieurs classes, selon la
complexité de leur squelette de base, du degré de modification de ce squelette et des liaisons

possibles de ces composés avec d’autres molécules (tableau01) (Chanforan, 2010).
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Tableau 01: Principales classes des composés phénoliques

Squelette carboné | Classe Exemple P[I']llﬂpﬂ!t'ﬁ S
alimentaires
Co Phénols simples Catéchol
CeC Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Gl Acides hydroxycinnamiques Acides caféique et férulique | Pomme de  teme,
pomme
Coumarines Scopléine, esculétine Agrumes
CeCy Naphtoguinones Juglone Noix
Gl Stilbénes Resvératrol Vin, Raisin
Gl Flavonoides
' Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, légumes
' Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fruits rouges
' Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
1 Flavanones Naringénine Agrumes
Isoflavonoides Daidzéme Soja, pois
(CiCa)y Lignanes Pinorésimol Pin
(Ciel), Lignines Bois, noyau des
fruits
(Cps), Tannins Raisin rouge, kaki
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11.2. Les plantes médicinales

11.2.1. La Phytothérapie

La phytothérapie est un mot d’origine grecque: « phyto » veut dire plante et
«therapeuein» veut dire soigner. Autrement dit, au sens étymologique, c’est « la
thérapeutique par les plantes» (Lakhdar, 2015). Est une thérapie meédicale qui utilise les
plantes pour élaborer des remedes destinés a ameliorer le bien-étre général et a soigne
(Larousse, 2001). Elle peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen

de plantes, qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe (Chabrier, 2010).

Selon I'OMS, Elle est le traitement médical le plus utilis¢é au monde. Bien qu’il existe,
plus de 20000 plantes utilisées pour leurs propriétés médicinales, sans compter celles que
nous n’avons pas encore découvertes, seulement 2 000 a 3 000 plantes medicinales ont été
étudiées au niveau scientifique (Sebai, 2012). Environ 65-80% de la population mondiale dans
les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque daccés a la médecine
moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs soins
de santé primaire (Chibani, 2013).

11.2.1.1. Les plantes médicinales

D’apreés la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, on entend par « plantes
médicinales », des drogues végétales au sens de la Pharmacopée Européenne dont au moins
une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Ces plantes médicinales peuvent
également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Chabrier, 2010;
Christelle, 2012; Mohammedi, 2012). Elles sont toutes les plantes qui contiennent une ou des
substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la
synthése de drogues utiles( Beddou, 2015; Farnsworth et al., 1986). Pour se soigner, I’homme
a longtemps eu recours a des remedes traditionnels a base de plantes (tisanes, poudres,
décoctions) administrées par inhalations, cataplasmes, massages ou encore par voie orale
(Azzi, 2012; Benayad, 2013).
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Pour ces diverses utilisations, il s'agit soit des mémes parties des plantes, soit de parties
différentes (Jorite, 2015). On peut distinguer deux utilisations distinctes des plantes

médicinales:

- La plante enti¢re ou une partie de la plante est utilisée en 1’état sans avoir subi d’extraction
physico-chimique préalable. Le terme de totum est alors employé pour désigner 1’ensemble ou
la partie du végetal utilisé. Le totum contient de nombreuses familles d’actifs agissant en

synergie (Mansour-Djaalab, 2013).

-La plante entiére ou une partie de la plante subit une extraction physico-chimique. On obtient
alors un extrait aqueux, hydroalcoolique selon le solvant d’extraction utilisé. Cet extrait
liquide subit généralement une étape de dessiccation. On obtient alors un extrait sec. L’extrait

sec est concentré en actifs de la méme famille chimique (Mansour-Djaalab, 2013).

Ces plantes constituent un groupe numeériquement vaste et économiquement important
(Bahorun, 1997). Elles sont impliquées dans des différents secteurs sous formes de principes

actifs, des huiles, des extraits, des solutions aqueuses ou organiques (Kalla, 2012).

11.2.1.2. Les principes actifs des plantes médicinales

C’est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour
I'homme ou l'animal. Le principe actif est contenu dans une drogue végétale ou une
préparation a base de drogue végétale (Chabrier, 2010; Lehmann, 2013). Elles seront réparties
en quatre grands groupes, correspondant aux allégations proposées par les fabricants : drogues
brile-graisses, drogues coupe-faim, drogues diurétiques et autres drogues végétales utilisées

dans les régimes amaigrissants (Geneslay, 2012).

Les plantes contiennent des principes actifs qui peuvent avoir les mémes propriétés que
des médicaments de synthése. Au contraire de médecine classique qui utilise des principes
actifs purs pour produire des médicaments (Larousse, 2001). lls peuvent étre considérés
comme des substances indirectement essentielles a la vie des plantes (Sarni-manchado et
Cheynier, 2006). lls s’agissent en général des molécules de taille et masse faibles comparées a
celles du métabolisme primaire (lipides, acides aminés et glucides). On peut les classer en
plusieurs grands groupes: parmi ceux-ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides

et les composés azotés dont les alcaloides (krief, 2003).

26



Chapitre 11 Stress oxydatif et plantes médicinales

11.2.2. Monographie de Cymbopogon schoenanthus
11.2.2.1. Nomenclature et systématique

D'aprés André : Cymbopogon des Latins correspond au juncus odoratus; des Grecs et a
dit « herbe a chameau» ou « barbon (odorant) » ou « jonc odorant » (Wylock, 1970). En

arabe, elle signifie « EI Lemad » ou « Idjhir » (Molino, 2005).

«» Systématique de Cymbopogon schoenanthus
Régne: Plantae
Classe: Liliopsida
Ordre : Poales
Famille : Poaceae
Genre : Cymbopogon
Espéce : Cymbopogon schonenthus (Molino, 2005).
I1. 2.2.2. Description botanique

Cymbopogon schoenanthus appartient a la famille Poacée (graminées) (El-askary et
al., 2003; El-naggar et Temraz, 2012; Katiki, 2012; Sousa et al., 2005 ). Une tres grande
famille qui comprend environ 715 genres (Sulmont et Hibaudon, 2017; Negrelle et al., 2007).
Regroupant pres de 12 000 especes différentes. (Léa, 2007). L'espéce de cymbopogon
schoenanthus subdivise en deux sous-especes : Cymbopogon schoenanthus subsp.
Schoenanthus et Cymbopogon schoenanthus subsp. proximus (Diallo, 1995 ; Duranton et al.,
2012). Est une plante aromatique (Amina et al., 2013; Laba, 2012; Sousa, 2005; Samate,
2002).

Cymbopogon schoenanthus est une plante cespiteuse densément touffue (Diallo, 1995 ;
Duranton et al., 2012; Molino, 2005; Eltahir, 2010 ). De 35 a 50 centimétres de diamétre et
de 30 a 120 centimetres de haut a la floraison. Feuilles longues, de 15 a 35 centimetres,
s'enroulant et rougissant en vieillissant et dégageant une forte odeur citronnée quand on les
froisse (Duranton et al., 2012). Ses feuilles sont souvent grossiéres, linéaires, étroites et
arrondies a la base (Diallo, 1995). Apex large, engainé épineux entier (Eltahir, 2010). Elle
présente des tiges dressées, pouvant atteindre 60 a 80 cm de longueur (Kemassi et al., 2013).
L'inflorescence est contracté a la base, devient plus souple vers I'extrémité et est protégé par
spathe distinctif. Chague pic contient une seule fleur. Entre les pointes, petits poils blanchatres

(figure08). Les racines ont une odeur aromatique agréable (Molino, 2005).
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Les graminées pérennes développent deux types de racines: les racines séminales ou
primaires et les racines secondaires ou adventives (Diallo, 1995). La floraison a lieu au

printemps, habituellement Mars et Avril (Molino, 2005).

L'épiderme supérieur est formé de petites cellules suivies par les piéces de cellules
sclérenchyme seulement au-dessus des régions de veine (Eltahir, 2010). Le sclérenchyme se
caractérise par d’épaisses parois secondaires lignifiées. Il constitue le principal tissu de

soutien et se développe sous forme de fibres (Khadri et al., 2010).

Figure 08: Photographie de Cymbopogon schoenanthus (Djibo, 2000; Duranton, 2012)

11.2.2.3. Localisation et répartition géographique

Le genre cymbopogon appartient au tribu des andropogoneae (Duranton et al., 2012). Ce
genre comprend 140 especes dont 52 se trouvent en Afrique, 45 en Inde, 6 sont réparties en
Australie et en Amérique du Sud, 4 en Europe, 2 en Amérique du Nord et le reste est distribué
dans le Sud de 1’Asie (Khadri et al, 2010). 1l était originaire de I'Asie tropicale en particulier
I'Inde (Al-snafi, 2016; Hema et Vanisha, 2012; Laba, 2012; Sousa, 2005). Cependant, il a été
distribué en Asie (Irak, Oman, Arabie Saoudite et le Yémen) et en Afrique (Algérie, Egypte,
Libye, Maroc, Tchad, Djibouti, Ethiopie, Somalie, Soudan, Kenya, Bénin, Burkina Faso,
Ghana, Guinée, Mali, Mauritanie, Niger, Nigéria, Sénégal et Togo) (Al-Snafi, 2016) et il a été

présenté au Brésil (Sousa, 2005).

Cette plante est une herbe sous-spontanée (Hellali et al., 2015; Guigma et al., 2012 ).
Espéce tropicale pénétrant en zone saharienne a la faveur de milieux propices (Duranton et al
, 2012).
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Il pousse sur sol pierreux sec de sous-désert nécessitant une quantité minimale d'eau
(Amina et al., 2013). Elle poursuit son développement pendant plusieurs années (Diallo,
1995).

11.2.2.4. Composition chimique et minéraux

L'analyse chimique a montré que Cymbopogon schoenanthus contenait des tanins, des
saponines, des glycosides de saponine, Les flavonoides, les alcaloides, les triterpens, les
baumes, les glycosides, les stéroides et les huiles volatiles (Al-Snafi, 2016; Amina et al,
2013). Sa composition minérale au début de la floraison et a la maturité est présentée dans
tableau 02.

Tableau 02: Composition minérale de cymbopogon schoenanthus (Sultan, 2008).

Les éléments minérales| Début de la floraison Maturité
Matiere séche % 36.4 42.9
Ca % 0.38 0.49
P % 0.013 0.032
K % 0.56 0.48
Mg % 0.036 0.022
Cu mg/l 17.5 23.0
Zn mg/l 11.0 3.5
Mn mg/I 6.5 2.7
Co mg/l 0.011 0.023

L'huile essentielle de cymbopogon schoenanthus est constituée principalement
d’hydrocarbures monoterpéniques (22,77%) principalement 5-2-caréne (18,48%).(Ganjewala,
2009; Nadio et al., 2013; Norbert et al., 2014;). Cette huile contient aussi les monoterpénes
oxygénés (71,97%) représentés par cing composés principalement la pipéritone (69,80%)
(Bouchikhi tani et al., 2009; Koba et al., 2004; Nadio et al., 2013; Norbert et al., 2014), les
hydrocarbures sesquiterpéniques (2,71%) et les sesquiterpenes oxygéneés (2,14%) (Bassole et
al., 2001; Delphin, 2013; Khadri et al, 2010; Norbert et al ., 2014; Nadio et al., 2013 ).
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11.2.2.5. Domaine d’utilisation

Cymbopogon schoenanthus est utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter des
maladies digestives: aérophagie, flatulence, analeptique, boisson pour nouvelle mere apres
accouchement, mauvaise haleine, fluxions dentaires et incontinence urinaire (Hellali et al.,
2015).L'espéce est également utilisée pour traiter la stérilitt chez la femme, comme
préventive contre la méningite, dans le traitement de la jaunisse, et le traitement de certaines
maladies mentales (Diallo, 1995). Elle est efficace dans le contrble biologique des parasites
(Kpatinvoh et al., 2016; Laba, 2012). Elle est utilis¢ comme insecticide (diminution la
fécondité des insectes) (Bouchikhi tani et al., 2009; Guillaume et al., 1998; Laba, 2012;
Nyamador et al., 2010 ). Elle est utilisée pour la fievre, morsure de serpent et pour le
traitement des rhumatismes (Kpoviessi et al., 2013). Il s'agit d'un antispasmodique rénal
efficace et diurétique (Gazal et al., 2016). L'extraits aqueux et ethanolique de Cymbopogon
schoenanthus induisent un effet anti- stress et anti-nefrotoxique (Hakkim et al., 2016).

Cependant la signification biologique et pharmacologique de ces huiles essentielles a été
développée rapidement dans ces dix dernieres année; anti-inflammatoire, anticancéreux,
allélopathique radicaux libres (Ganjewala, 2009). Les huiles essentielles formes de cette
espece sont largement utilisées dans les parfums, savons, cosmétiques, détergentes et
parfumerie en raison de leur aréme typique de citron et rose (Ganjewala, 2009; Wylock,
1970).

11.2.2.6. Toxicité

La recherche sur la toxicité de cymbopogon schoenanthus apparait négative (Molino,
2005). Elle ne représente pas de toxicité sur les cellules vitale (Hakkim et al., 2016).

Cependant cette plante est devenu toxique lorsque.

La dose efficace a mette en ceuvre n'est pas respecté, cas de l'usage incontrolé; ou bien la
plante utilisée est contaminé par une autre plante identifiée ou non identifiée, mais dont la
présence est attestée par la nature des contaminants chimiques identifier; par des métaux
associes des plantes (arsenic, plomb, mercure, cadmium); ou par des microorganismes
(bactéries ou champignons) dangereux, par eux méme ou par leur capacité a transformer des

constituants de la plante en métabolite toxique (Bruneton, 2007).
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I. Matériels
I.1. Matériel végétal
1.1.1. Récolte de Cymbopogon schoenanthus

La plante utilisée dans ce travail Cymbopogon schoenanthus, a été récoltée au Sahara
algérien dans la région de Tamanrasset au printemps 2015. La plante a été séchée a I’air libre
a I'ombre puis stockée jusqu'a son utilisation. La partie aérienne a été pulvérisée au broyeur

pour obtenir une poudre fine.

Figure 09: Cymbopogon schoenanthus (photo originale)
1.1.2. La zone d’étude

La wilaya de Tamanrasset est située dans I’extréme sud du pays, dans le centre du
Hoggar, a 1400 Km d‘altitude. Elle est limitée:

Au Nord par les wilayas de Ghardaia et Ouargla,
A I’Est par la wilaya d'lllizi,

A I’Ouest par la wilaya d’ Adrar,
Au Sud par les républiques du Niger et du Mali.

Elle sétend sur une superficie de 558310Km2. Elle se caractérise par de grandes
potentialités hydro-agricoles et de mise en valeur des terres surtout au niveau de la région du
Tidikelt. Tamanrasset bénéficie d'un climat tempéré et sec, les températures oscillant entre 8°
et 35° C (Aniref, 2011).
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Figure 10: Présentation géographique de la zone d’étude Tamanrasset
(Agence Nationale de Développement de I'Investissement, 2013)

1.1.3. Préparation de I'extrait hydroéthanolique

Pour extraire les substances bioactives contenues dans notre plante, nous avons utilisé
la méthode de macération par solvant organique. Les poudres des parties aériennes ont été
macérées dans 1’éthanol 70 % pendant 24h a température ambiante du laboratoire. Nous
avons répete cette opération successivement 3 fois a des intervalles de 24 h en renouvelant a
chaque fois le solvant dans les proportions indiquées. Apres filtration sur papier filtre, le
filtrat a été concentré sous pression réduite a la température de 50°C a 1’aide d'un évaporateur
rotatif, & la fin on a obtenu un extrait brut. Ce dernier a été conservé dans des flacons en

verre, propres, stériles et hermétiquement fermés (Amadou, 2004).
1.2. Souches bactériennes testées

Les souches microbiennes que nous avons utilisées pour la recherche de D’activité
antibactérienne sont des souches de référence de 1’ American Type Culture Collection (ATCC)
et des souches cliniques disponibles dans notre laboratoire, conservées a 4°C dans des tubes

a essais contenant la gélose inclinée.

Les souches microbiennes testées dans notre étude sont des bactéries pathogénes
responsables de certaines maladies qui sont des bactéries Gram positif: Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Micrococcus luteus ; des bactéries Gram négatif comme Escherichia coli
ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Velomalala et al., 2013).
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D)

% Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a se grouper en amas
(Chaouche, 2014) irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin et un germe aérobie-anaérobie
facultatif (Avril, 2000), doit étre cultiver facilement sur les milieux usuels et aussi sur des
milieux riche en NaCl et son non d’espéce a 1’aspect pigmenté de ses colonies. La bactérie est
trés répandue chez I’homme et dans de nombreuses espéces animales. Il développe
rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent

sensibles qu’aux glycopeptides (Nauciel et al., 2005).

Rl

«» Micrococcus luteus

Micrococcus luteus est une bactérie du genre Micrococcus a Gram positif typique
mesurant 0,9 a 1,8um de diamétre (Kocur et al.,, 1972). Elles sont retrouvées dans
I'environnement, Leur pouvoir pathogéne est tres faible souvent considérées contaminants
(Bolatito et Ibiyemi, 2011).

«» Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli c’est I’espece dominante de la flore aérobie du tube digestif (Nauciel et
al., 2005). Elle est un habitant normal de I’intestin des humains et des animaux a sang chaud.
Cette bactérie joue un role utile dans I’intestin en participant, a la Synthése de vitamines.
Cependant, certaines souches particulieres d'E. coli présentent un pouvoir pathogéne
important (Kaper, 2004).

% Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pseudomonas aeruginosa s’agit d’un bacille a Gram négatif non sporulant
environnementale présente dans les sols, les plantes, les habitats aqueux et les environnements
humides (Faure et al., 2008). Elle fait partie de la flore de transit de I’homme, nous le
trouvons dans le tube digestif. Elle peut provoquer des infections, parfois sévres chez les
sujets dont les défenses sont amoindries. Elle peut provoquer des infections urinaires.

Responsable d’infections cutanées (impétigo, furoncles...etc.) (Mehani, 2015).
1.3. Matériel animal

Notre étude a été réalisée sur vingt-quatre (24) rats femelles de type Wistar Albinos
pesant entre 203g et 269g au début de I’expérimentation. Ces animaux amenés de l'institut
pasteur d'Alger, et élevés a I'animalerie au niveau de la faculté des sciences de la nature et de

la vie a l'université d'El-Oued.
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Dans des conditions environnemental standard: température 18C°, et I'numidité 64.5 % et

un cycle de lumiére 12h/24h). Les rats ont un acces libre a I’eau et a la nourriture.
Il. Méthodes
I1.1. Méthode de calcul du rendement de I'extrait hydroéthanolique

Le rendement d’une extraction est calculé par le rapport entre la masse de 1’extrait et la
masse de la matiére premiére végétale traitée. Le rendement exprimé en pourcentage est

déterminé par la formule suivante :

R =

”ME

v UR" x 100

R : Rendement de I’extraction en %

M E : masse de I’extrait en (Q)

M VS : masse de matiere végétale séchée et laminé en (g) (Boukhatem et al, 2010).
I1.2. Réactions des caractérisations

Les tests préliminaires (screening) sont des tests qualitatifs qui permettent de
caractériser les différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des
réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des substances chimiques
(Evans, 2009).

Les différents métabolites recherchés au cours de ce travail sont les alcaloides, les
polyphénol, les tannins, les flavonoides, les polyterpénes, les stérols, les saponosides, les

stéroides et sucres réducteurs.

11.2.1. Caractérisation des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés par le reactif de Dragendorff (solution aqueuse de
Ilodo-bismuthate de potassium).1ml d’extrait végétal hydroéthanolique est additionné d’une
goutte de HCI concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Dragendorff.
L’apparition d’un précipité ou d’une coloration brun-rougeétre indique la présence
d’alcaloides (Agnero et al., 2016).
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11.2.2. Caractérisation des polyphénoles

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (Boubekri, 2014). A 2 ml d’extrait
végétal, on ajoute une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique 2%.L apparition
d’une coloration bleue- noiratre ou verte plus ou moins foncée signe la présence de dérives

polyphénoliques (Bagre et al., 2007).

v' Tannins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
aqueuse de FeCls a 2%. Apres agitation et au bout de quelques minutes, la réaction avec le
chlorure ferrique développe une coloration verdatre qui indique la présence des tanins
catéchiques ou bleu-noiratre qui révele ’existence des tannins galliques (Alilou, 2012;
Sounta Yéo et al., 2014).
v Flavonoides

Pour mettre en évidence les flavonoides, la réaction dite a “’la cyanidine”’ ou (réaction
de Shibata) a été utilisée. 2mL de chaque extrait a été repris dans 5mL d’alcool chlorhydrique
(4ml EtOH + 1ml HCI concentré). En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, l'apparition d'une
coloration rose-orange (flavones) ou rose- violacée (flavanones) révele la présence de
flavonoides libres (Badiaga, 2011).
11.2.3. Caractérisation des polyterpenes et des stérols

Pour mettre en évidence les stérols et les polyterpenes, nous avons utilisé le réactif de
Liebermann. En effet, cinq (5) ml d’extrait végétal a été¢ ajouté quelques gouttes d’anhydride
acétique dans un tube a essai. Puis additionner 0,5 ml d’acide sulfurique concentré.
L’apparition d’une couleur rouge intense indique la présence des terpenes, verte foncée
indique la présence des stérols (Bidie et al., 2011).
11.2.4. Caractérisation des saponosides

Pour rechercher les saponosides, nous avons verse, dans un tube a essais, 10 ml de
I’extrait aqueux. Le tube était agité pendant 15s puis laissé au repos durant 15 min. Une
hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides (Koffi
et al., 2009).
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11.2.5. Caractérisation des stéroides

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

A 2 ml de l'extrait & analyser, 2 ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés, I’ensemble est
incubé pendant 8 min dans un bain marie bouillant. L'apparition d’un précipité rouge brique
indique la présence des sucres réducteurs (Chekroun, 2015).

11.3. Méthodes d’analyse quantitatives d'extrait
11.3.1. Détermination des teneurs en phénols totaux

v" Principe

La teneur en phénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-ciocalteu (Ladoh
et al., 2014).C'est un mélange d’acide phosphotungsténe (H3PW1,040) et phosphomolibdéne
(HsPMo01,040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est base sur I'oxydation des
composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe
molibdene-tungsténe de couleur bleue (Bentabet- lasgaa, 2014). La lecture a été effectuée par
un maximum d’absorption environs 750- 765nm (Bonnaillie et al., 2012).

v" Mode opératoire

1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 pl d’une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel (Talbi et
al., 2014). Aprés 30min, le contenu phénolique a été mesuré a 765nm avec spectrophotometre
a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240 (Vuorela, 2005).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (20 -100 pg/ml) et elle est exprimée
en ug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Talbi
etal., 2014).

11.3.2. Détermination des teneurs en flavonoides totaux
v" Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) est utilisée pour quantifier les

flavonoides dans I’extrait (Bouzid et al., 2010; Meddour et al., 2011). Le principe est basé

sur I’oxydation des flavonoides par ce réactif (AICI3), ce qui entraine la formation d’un
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complexe jaune-orange qui absorbe a 420 nm. La coloration jaune-orange produite est
proportionnelle a la quantité de flavonoides présents dans I’extrait testé (Chekroun, 2015).
v" Mode opératoire

Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d’une solution méthanolique de
chlorure d’aluminium a 2%; laisser incuber 60 min & température ambiante. Lire les
absorbances a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible a 420nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec la querceétine (10-200 pg/ml) et est exprimée en microgramme d'équivalent de quercétine
par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Kebieche, 2009; Talbi et al., 2014)

11.3.3. Détermination des teneurs en tannins condensés
v" Principe

Le dosage des tannins condensés a été réalisé par la méthode a la vanilline sulfurique
(Muanda, 2010; Pélagie et al., 2015). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupe aldéhydique de la vanilline sur le carbone en position 6 du cycle A de la catéchine

pour former un complexe chromophore de couleur rouge (Virginie et al., 2015).

v' Mode opératoire

Un volume de 50 pl de D’extrait brut est ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol (4 %, m/v), puis meélangé a l'aide d'un vortex. Ensuite, 750 pul de 1’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé reagir a la température ambiante
pendant 20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc (Belyagoubi, 2011).

La concentration des tannins est estimée en microgramme équivalent de catéchine par
milligramme du poids de la matiere seche (ug EC)/mg d'extrait) a partir de la courbe
d'étalonnage (Belyagoubi, 2011).

I1.4. Etude des activités biologiques de Cymbopogon schoenanthus in vitro

11.4.1. Détermination de I'activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu'elles sont présentes a faibles
concentrations par rapport aux substrats oxydables, retardent ou stoppent le processus
d'oxydation. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes majeurs,
par transfert d’atome d'hydrogene ou par transfert d’électron. L’activité antioxydante des
molécules peut étre évaluée invivo comme in vitro (Chekroun, 2015)

Dans notre étude, la mise en évidence de l'activité antioxydante in vitro de nos extrais a
été réalisée par trois techniques chimiques a savoir: test de phosphomolybdate (PM), le
piégeage du radical libre DPPH: et la réduction du fer.
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11.4.1.1. Test de phosphomolybdate (PM)
v" Principe

La capacité antioxydante totale (TAC) de l'extrait est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al (1999).Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d'ions molybdate MoO,* en molybdéne Mo (V)
MoO,**en présence de I'extrait peut former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH
acide.

v" Mode opératoire

Un volume de 1 ml de différentes concentrations d'extrait méthanolique est mélangé
avec 1 ml de solution de molybdate. Les tubes sont vissés et incubés dans un bain marie a une
température de 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions est
mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 1 ml de la solution du réactif et 1 ml du
méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que I'échantillon (Belyagoubi, 2011).

La capacité antioxydante totale est exprimée microgramme (ug) équivalents d'acide
ascorbique par milligramme (mg) de la matiére séche (ug EAA/ mg MS). Les expériences
sont repétées 3 fois (Belyagoubi, 2011).
11.4.1.2. Test de piégeage du radical libre DPPH
v" Principe

Le compose chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) possede un électron
non apparié¢ sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du
radical ne forment pas des dimeres et restent dans leur forme monomere relativement stable a
température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur bleue violette bien
caracteristique de la solution de DPPH'. La mesure de ’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration bleue due a une recombinaison des radicaux DPPH",
mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm (Makhloufi, 2010). En présence des piégeurs
de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine
de couleur jaune (Meddour et al., 2011). Les réactions ont lieu a température ambiante et en
milieu méthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce

test est tres utilisé, car il est rapide, facile et non couteux (Boubekri, 2014).
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Figure 11: Structure 1,1-DiPhényl-2-Picryl-Hydrazyl et 1,1-DiPhényl-2-Picryl-
Hydrazine (Labed, 2016)
v' Mode opératoire

Un volume de 50 ul de différentes concentrations d'extrait est ajouté a 1 ml de la
solution méthanolique du DPPH 0.01 mmol/l fraichement préparée (Belyagoubi, 2011).
Parallélement, un contréle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1ml de la
solution méthanolique de DPPH'. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc a 517nm
apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

Le contrdle positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard; I'acide
ascorbique a différentes concentrations, dont I'absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons, le test est répéeté 3fois (Talbi et al., 2015).

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH est calculé selon I'équation suivante:
%d’activité antiradicalaire = [(Abs contr6le — Abs échantillon) / Abs contrdle] x 100.

ICso est la concentration nécessaire pour réduire la concentration initiale du DPPH" a
50% (Ladoh et al., 2014).
11.4.1.3. Test du pouvoir réducteur du fer
v" Principe

Le test de pouvoir réducteur du fer (Ferric reducing antioxidant power, FRAP) est un
test simple, rapide et reproductible (Bursal et Koksal, 2011; Li et al., 2008). L’évaluation
FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?*) par un composé
antioxydant. Pour cette méthode, I’ion ferrique est complexé a la 2, 4,6-tri (2-pyridyl)-1,2,5-
triazine (TPTZ) par la suite de la réduction du fer, le complexe devient coloré (figure 12). Le
pouvoir antioxydant est déterminé par une simple mesure de 1’absorbance a 595 nm (Nadal,
2009).
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Fe**-TPTZ+antioxydant réduit = Fe?* -TPTZ (bleue intense)

Figure 12: Réaction du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
(Nadal, 2009)
v" Mode opératoire

Un volume de 50 pl d’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 1,5 ml de
réactif de FRAP fraichement préparé ensuite mesure 1’absorbance aprés 5 mn d’incubation a
I’obscurité a 593 nm contre un blanc de réactif (Ladoh et al., 2014).

Pour tracer la courbe d'étalonnage en prenant I’acide ascorbique comme un standard
comparatif, a différentes concentrations, le test est répété 3 fois, en microgramme (ug)
équivalents d’acide ascorbique par milligramme de la matiere séche (u g EAA/ mg MS).
11.4.2. Détermination de I'activité antimicrobienne

Cette étude a pour but d'évaluer I’activité d’extrait hydroéthanolique de Cymbopogon
schoenanthus contre les bactéries pathogenes testées. Le test se déroule en 3 jours successifs:
a- Premier jour
% Reéisolement des colonies

Les souches conservées sur la gélose nutritive ont été ensemencées sur milieu de culture
Muller Hinton. La méthode par stries a été utilisée pour le repiquage. Les milieux de culture
ont été incubés a 1’étuve a 37 ° C pendant 24 h (Eyang- Esseng, 2007).

b- Deuxiéme jour:
% Préparation des solutions

Le macéré hydroéthanolique a été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a raison
de (Img/ml).

% Imprégnation des disques

Les disques stériles pour antibiogramme (préalablement autoclavés) ont été imprégnés
de 20 pl de la solution d’essai préparée. Les disques ont été placés par la suite dans des boites
de Pétri (Amadou, 2006).
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% Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions bactériennes ont été préparées dans des tubes de solution d’eau
physiologique stérile a 0.9 % (Eyang- Esseng, 2007).
% Mise en test

La suspension bactérienne préparée a €té ensemencée uniformément selon la méthode
de Kirby-Bauer dans une boite de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton (GMH) de 4 mm
d'épaisseur. La boite est laissée a la température ambiante pendant 1 min afin que les germes
puissent bien adhérer a la surface de la gélose. L'excés de suspension bactérienne est éliminé
par aspiration avec une pipette Pasteur, puis la boite est séchée a 1’étuve a 37°C pendant 15
min. Chacune des boites a recu 5 disques déposés a la surface du milieu ensemencé, a I’aide
d’une pince fine. Un antibiotigue comme contréle positif (gentamicine) a été testé dans les
mémes conditions. La préparation est incubée a 37°C pendant 24 h. Chaque test est effectué

en 2 exemplaires (Velomalala et al., 2013).

c- Troisiéme jour:

Aprés 18 — 24 heures d’incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour de
chaque disque ont été mesurés en vue d’apprécier ’activité inhibitrice d’extrait et de
I'antibiotique testé (Caesar, 2007).

11.5. Etude des activités biologiques de Cymbopogon schoenanthus in vivo
11.5.1. Traitement des animaux

Apres la période d’adaptation, les rates femelle étaient reparties en six groupes de
quatre rates chacun (groupe) était traité pendant 08 jours comme suivant:

Groupeg:(T): Rates saines témoins ont recu seulement 1’cau physiologique 0.9% NaCl par

voie orale

Groupeg(EX300): Rates ont recu 300mg/kg/jour de [I’extrait hydroéthanolique de

Cymbopogon schoenanthus par voie orale.

Groupeos(GM): Rates malade témoin ont regu 1’eau physiologique 0.9% NaCl par voie orale
concomitante a I’injection intrapéritonéale (ip) de gentamicine 80 mg / kg/ jour

(Poormoosavi et al 2010).

Groupeg(GM+EXj0): Rates ont recu 100 mg/Kg/jour d’extrait hydroéthanolique
Cymbopogon schoenanthus par voie orale, concomitante a 1’injection intrapéritonéale (ip) de

gentamicine a la méme dose que le groupe 03.
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Groupegs (GM+EX30): Rates ont recu 300 mg/Kg/jour d’extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus par voie orale, concomitante a l'injection intrapéritonéale (ip) de

gentamicine a la méme dose que le groupe 03.

Groupegs (GM+Vitc): Rates ont recu 200 mg/kg/jour de vitamine C par voie orale,
concomitante a l'injection intrapéritonéale (ip) de gentamicine a la méme dose que le groupe
03 (Jumana et al 2011).

L'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus administré avant l'injection de
gentamicine pendant 8 jours. L'administration de I'extrait est réalisée par gavage a ’aide

d'une sonde rigide a bout olivaire.

Les animaux ont été pesés pour suivre I'évolution de leur poids. Pendant cette période
d'observation, on note les troubles symptomatiques.
11.5.2. Sacrifice et prélevement du sang et des organes

Les rates sont anesthésiées par chloroforme (94%) apres 16 h de je(ne et sont sacrifiées
(par décapitation). Au moment du sacrifice, le sang est collecté sur des tubes secs pour les
analyses biochimiques. Apres centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes le sérum
obtenu est récupéré puis conservé a -20°C jusqu’au moment des analyses biochimiques

(glycémie, urée, acide urique, créatinine, protéines totales, alboumine, ionogramme).

Apreés la dissection le foie, les reins sont soigneusement prélevés, rincés avec l'eau
physiologique, ensuite pesés. Une partie du rein est récupérée dans des flacons de formol
(10%) pour faire I'étude histologique. Les homogénats des organes sont préparés pour le
dosage des parametres du stress oxydatif tissulaires (malondialdéhyde, glutathion réduit,

glutathion peroxydase et catalase).
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Figure 13: Schéma récapitulatif du protocole expérimental de I'étude
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11.5.3. Méthode de dosage des parametres biochimiques sériques
11.5.3.1. Dosage de la glycémie sérique
v" Principe

Dans notre étude, la détermination enzymatique du glucose sanguin est

exprimée selon les réactions suivantes :

Glucose + Op+H,0 __ Gleoseowydase |- Acide gluconique + H,0,
2H,0,+Phénol+4-Amino-antipyrine "% uinoneimine rose + 4H,0

L’absorbance du complexe coloré, proportionnelle a la concentration en glucose dans
9

I’échantillon est mesurée a 500 nm (Trinder, 1969).
11.5.3.2. Dosage de I'urée sérique
v" Principe

Dans notre étude, l'urée sérique a été déterminée suivant une méthode colorimétrique
par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de l'urée serique.
L’uréase catalyse I’hémolyse de I’urée présente dans 1’échantillon, en ammoniac (NH3) et en
anhydride carbonique (CO;). L’ammoniac formé est incorporé a I’a-cétoglutarate par 1’action

du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de la NADH a la NAD™:

Urée + H,0 + 2H" Uréase » 2NH;3;+CO2
2 NH; + a-Cétoglutarate + NADH ___®°" | H,0 + NAD" + L-Glutamate

La diminution de la concentration de NAD*dans la méthode est proportionnelle & la
concentration d'urée dans 1’échantillon testé. L'absorption est mesurée a 340 nm (Kaplan,
1984).

11.5.3.3. Dosage de la créatinine sérique

v" Principe

Dans notre étude, la creatinine a été déterminée suivant une méthode cinétique par un
autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de créatinine sérique. Le test
de la créatinine est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium. La créatinine
réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge. L’intervalle du temps

choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des interférences connue pour la

44



Matériels et méthodes

méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de créatinine

présente dans 1’échantillon testé. L'absorption est mesurée a 490 nm (Murray et al., 1984).
11.5.3.4. Dosage de I'acide urique sérique
v Principe

Dans notre étude, l'acide urique sérique a été déterminé suivant une méthode
enzymatique colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de
réactif de l'acide urique sérique (Schultz., 1984). L’acide urique est oxydé par l'uricase a
I’allantoine et le peroxyde d’hydrogeéne (2H,0,) qui est en présence de la peroxydase (POD),
4-aminophénazone (4-AF) et du 2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme un composé

rosacé:

Acide urique + 2H,0 + 02 ™ Allantoine + CO, + H,0,

H,0,+4- AF+ DCPS —— Quinone rose + 4H,0
L'intensité de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la concentration d’acide
urique présente dans 1’échantillon testé, 'absorption est mesurée a 520 nm(Sekli-

belaidi,2011).

11.5.3.5. Dosage des protéines totales sériques
v" Principe

Dans notre étude, les protéines totales ont été déterminées suivant une méthode
colorimétrique par un autoanalyseur de type (BIOLIS24j) en utilisant le Kit de réactif de
protéine totale (Tietz et Amerson, 1995). Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin,
interagissent avec les liaisons peptidiques des protéines formant un complexe bleu violet
(c’est la réaction désignée par le terme de biuret). Du tartrate est ajouté comme stabilisant
alors que de I’iodure sert a empécher 1’auto-réduction du complexe cuivre alcalin (Beckman-
Coulter, 2007).

Protéine + Cu** Alealin »  complexe protéine-cuivre

La coloration qui apparait est proportionnelle a la concentration de protéines et est
mesurée a 540 nm (Thermo, 2012; Spinreac, 2015).
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11.5.3.6. Dosage d'albumine
v" Principe

Le kit albumine permet le dosage colorimétrique de I’albumine dans le sérum et le
plasma. A pH 4,2, I’albumine se combine au vert de bromocrésol (Bromo Cresol Green =
BCQG), a ce pH légerement acide, entrainant un changement de couleur de I’indice, passant du
jaune-vert au vert-bleuté.

Albumine + BCG pH4.2 _ complexe Albumine-BCG

»

L’intensité de la coloration du complexe est proportionnelle a la quantité d’albumine

présente dans I’échantillon testé (Doumas, 1971; Gendler, 1984).
11.5.3.7. Dosage d'ionogramme sanguin

L’ionogramme sanguin est le dosage des principaux électrolytes du plasma: cations
(sodium, potassium, calcium et magnésium) et anions (chlore, bicarbonates et phosphates). La
technique utilise une électrode sélective aux ions (ISE), spécifique de 1’¢lectrolyte dosé
(mesure de la différence de potentiel crée par la solution contenant les ions de référence)
(OCP, 2008).

11.5.4. Méthode du dosage des parametres du stress oxydatif
11.5.4.1. Préparation de I’homogénats des organes

Un gramme de tissu (foie, reins) de chaque rat des différents groupes étudiés, a été
broyée et homogéneisé dans le TBS. L’homogénat obtenu est centrifugé a 3000 tours/minute
pendant 15 minutes pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant obtenu est conservés a

-20° C en attendant d’effectuer les dosages des paramétres du stress oxydatif.

11.5.4.2. Méthode du dosage des protéines tissulaires

v Principe

Le dosage de protéines tissulaires a été déterminé suivant la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie G250 comme reactif qui est réagi avec les
groupements amines (-NH;) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.
L'apparition de cette couleur reflete le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité

correspond a la concentration des protéines. L'absorption est mesurée a 595 nm.
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v' Mode opératoire

- Prélever 0,1 ml de I'homogénat.

- Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

- Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

- Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d'albumine sérique bovine (BSA) (0,2- 1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.
11.5.4.3. Méthode du dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
v" Principe

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a
chaud avec I’acide thiobarbiturique (TBA). La réaction entraine la formation d’un complexe
de couleur rose entre deux molécules d’acide thiobarbiturique qui peut étre donc mesuré par

spectrophotométrie d’absorption a 532nm (Yagi., 1976).
v" Mode opératoire

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

d"un spectrophotometre.

La concentration des substances réactives d'acide thiobarbiturique (TBARS) a été
déterminée en utilisant le coefficient d’extinction moléculaire du MDA (8= 1.53 10° M

'cmb). Les résultats ont été exprimés en pmol/l.

MDA (pumol/mg de protéine) = (Do échantillon / 1,53 x 10°5)/ mg de protéine.
11.5.4.4. Methode du dosage de glutathion réduit (GSH)
v" Principe

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé par la méthode colorimétrique qui
repose sur les propriétés réductrices des groupements thiols (SH). En présence des
groupements SH de I'échantillon, le pont disulfure (SS) contenu dans le réactif ' ELLMAN ou

DTNB (5-5' dithionitrobenzoic acid) va étre réduit et donner des dérivés thiols aromatiques
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colorés [TNB: thionitro benzoique ]. Le TNB a pH (8-9) alcalin, présente une absorbance a
412 nm (Méthode d'’Ellman, 1959).
v" Mode opératoire

Mélanger avec 1’agitateur 0.8 ml de la solution homogene et 0.2ml de I'acide salicylique
(0.25%) et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis centrifuger a 1000 t/min pendant 5
minutes. Puis, prélever 0.5ml de surnagent, ajouter le 1ml de solution tampon tris avec NacCl.
Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0.01mol (dissous dans le méthanol absolu). Laisser
le mélange 5min de température de chambre puis lire I'absorbance avec spectrophotomeétre
d'absorption moléculaire a 412 nm contre le blanc (I'eau distillee).

La concentration du GSH exprimée en nano moles par milligramme de Protéines
(nmol/mg prot) selon la formule suivante :

GSH (nM/mg de prot) = (Do x 1 x 1.525) x d
13133 x 0.8 x 0.5 x mg de prot

GSH: concentration de glutathion.

DO: la lecture d'absorbance par le spectrophotometre.

1: volume de mélange de protéine.

1.525ml: volume total de mélange.

13133: constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.

0.8ml: volume de solution homogene sans protéine existe dans 1ml.
0.5ml: volume de solution surnagent.

d: facteur de dilution.

11.5.4.5. Méthode du dosage de I'activité du glutathion peroxydase (GPx)
v" Principe

En présence de glutathion réduit (GSH), la glutathion peroxydase réduit un
hydroperoxyde (ROOH), tandis que le GSH est oxydé en glutathion disulfure (GSSG).
2 GSH + ROOH GSHpx > ROH + GSSG + H,0

La vitesse d’oxydation du GSH est mesuré en suivant la décroissance du NADPH
consommeé pour la réduction du GSSG par la glutathion réductase en excés (GR)
GSSG * NADPH * H" GR , 2 GSH+NADP*

v" Mode opératoire

Nous avons procedé aux étapes suivantes:
- Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant);
- Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1mM);

- Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS;

48



Matériels et méthodes

- Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min;

- Ajouter 0.2ml de H,O, pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes;

- Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction;

- Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes;

- Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes;

- Prélever 0.48 ml du surnageant;

- Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS;

- Ajouter 0.32 ml de DTNB;

- Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.
La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a l'aide de la formule

suivante:

GPx (umol GSH/mg de prot)= [(Do échantillon- Do étalon)x0.04] x 5/mg de prot)

Do étalon

DO échantillon: Densité optique de I'échantillon.
DO étalon: Densité optique de I'étalon.
0.04: Concentration de substrat (GSH).
11.5.4.6. Méthode du dosage de I’activité enzymatique du catalase
v" Principe

Cette activité enzymatique est mesurée par analyse spectrophotométrique du taux de
décomposition du peroxyde d'hydrogene. En présence de la catalase, la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne conduit a une diminution de I'absorption de H,O, a 560 nm en fonction
du temps (Méthode d'Aebi, 1974).
v" Mode opératoire

Dans des tubes a essais on mélange 1ml de tampon phosphate (KH,PO,), 0.975 ml de
H,0, fraichement préparé et de 0.025 ml de la source d'enzyme (homogénat). L’absorbance
est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes L'activité de la catalase est exprimée en
Ul/min/ g, selon la formule suivant:

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

Al : Absorbance a la premiére minute.
A2 : Absorbance a la deuxiéme minute.

T : Intervalle de temps en minute.
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11.5.5. Technique histologique

La technique utilisée est celle décrite par (Houlot ,1984) qui comporte les étapes

suivantes:
v" Fixation des échantillons

La fixation des echantillons (fragment de rein) dans le formole, puis mise de ces
échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le
passage des liquides et sont coupés a 1’aide de couteaux tranchant a fin de réaliser des
prélévements pour I’étude histologique avec une surface de 1 a 2 cm?t une épaisseur de

1.5mm.
v' Déshydratation

Les échantillons sont ensuite déshydratés a 1’aide d’un appareil automatique pendant 12
heures au minimum pour éliminer I’eau des tissus et cette opération nécessite le passage du

tissu dans des bains d’éthanol de concentration croissante (70%, 80%, 90% et 100%).
v Inclusion et réalisation des blocs

Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, vient alors 1’étape de 1’enrobage
qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va

permettre sa coupe. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion.

Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au
microtome de 4 a 5 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet,
puis déplissés et fixés par une eau gélatineuse chauffée a 40°C. Les lames sont ensuite

séchees dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.
v" Coloration

Pour la coloration, la technique utilisée est celle a 1’Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine); qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a
70% + 50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml ammoniaque) et
solution d’eosine (100ml Eosine solution aqueuse & 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375
ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique). La coloration suit les étapes suivantes:
Déparaffinage et hydratation des lames a 1’eau du robinet puis ringage a 1’eau distillée. Puis

sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
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les structures basophiles (noyaux).Les lames sont plongées dans I’alcool acide (1 a 2
plongées); ensuite dans un bain d’eau du robinet avec vérification de la différenciation au
microscope. Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15
secondes a 2 minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces

bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet.
v" Observation au microscope

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique et

photographiées a 1’aide d’un appareil photo.
11.6. Etude statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T student. Les résultats sont donnés sous
forme de moyennes et écart-types pour 24 rats. n=4. Alors, on utilise des logiciels MINITAB

(version 2013) et EXCEL (version 2010) qui nous aide pour faire ce travail.
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Résultat et discussion

I. Résultats
1.1. Extraction des polyphénols de Cymbopogon schoenanthus
I.1.1. Le rendement de I’extrait hydroéthanolique

Pour obtenir I'extrait de Cymbopogon schoenanthus, une macération dans un mélange
hydroéthanolique a été faite. Le rendement en extrait brut de cette plante et les
caractéristiques organoleptiques sont représentées dans le tableau ci-dessous:

Tableau 03: Rendement et caractéristiques organoleptiques de I’extrait hydroéthanolique

Rendement en

extrait sec (%) Couleur Aspect
L'extrait hydroéthanolique
Cymbopogon schoenanthus 6.85+ 0.54 Marron foncée Pateux

Cet extrait a donné un aspect pateux de couleur marron foncée.

1.1.2. Tests phytochimiques

Les tests chimiques réalisés sur I'extrait brut montrent la présence de plusieurs familles
de composés tels que polyphénols, flavonoides, alcaloides, mais particulierement les
polytepenes, les stéroides et les sucres réducteurs. Par contre on note I'absence des stérols et
saponosides. La détection de ces composés est basée sur des essais de solubilités des
constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un changement de couleur
spécifique. Les résultats de ces tests sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 04: Résultats des tests phytochimiques

Les composés Les réactifs Existence dans la plante

Alcaloides Dragendorff +
Polyphénols FeCl; +
Tanins FeCls +
Flavonoides HCI +
Polyterpenes Liebermann ++
Stérols Liebermann -

Saponosides

Test de mousse

Stéroides

H2S04

++

Sucres réducteurs

Liqueur de Fehling

++

(+) présence, (++) abondant, (-) absence
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1.1.3. Teneurs en phénols totaux, flavonoides et tannins

Le dosage des polyphénols totaux, en équivalent d’acide gallique, de 1’extrait obtenu a
été estimé par la méthode de Folin-Ciocalteu. Pour cela, une courbe d'étalonnage a été tracée
avec ’acide gallique a des différentes concentrations; la mesure de la densité optique pour
I’extrait a été réalisée a 750 nm. La quantité de polyphénol correspondante a été rapportée en
équivalent d’un microgramme de 1’étalon utilisé et déterminées par 1'€quation y=ax +b.
Parallelement les analyses quantitatives, des tannins galliques et des flavonoides sont
déterminées a partir des équations de régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimées
successivement en g équivalent de catéchine et pg et pg équivalent de quercétine par mg de
la matiére séche. Le tableau 05 résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux,
tannins et flavonoides de I'extrait brut hydroéthanoligue de Cymbopogon schoenanthus.

Tableau 05: Teneurs en phénols totaux, tannins et flavonoides de Cymbopogon schoenanthus

Extrait Phénols totaux Flavonoides Tannins Condenses
hydroéthanolique (MLgEAG/mg MS) @ (LGEQ/MS) ® (LgEC/mg MS) ¢
Cymbopogon
schoenanthus 29,387+2,209 8,84+ 0,317 3,907+0,140

2ug équivalent d'acide gallique/ mg de la matiére séche. °pg équivalent de quercétine/mg
de la matiére séche, “ug équivalent de catéchine/mg de la matiére séche.
|.2. Evaluation de I’activité biologique de Cymbopogon schoenanthus in vitro

1.2.1. Evaluation de I'activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de I'extrait de Cymbopogon schoenanthus
a été réalisée par trois techniques chimiques (test de phosphomolybdate, le piégeage du radical
libre DPPH', la réduction de fer).
1.2.1.1. La méthode de phosphomolybdate (PM)

L'analyse par la méthode de phosphomolybdate est un essai direct qu'on emploi
principalement pour mesurer la possibilité et la puissance des antioxydants non enzymatique
(Halmi, 2014).

Le résultat montre que la capacité antioxydante par le phosphomolybdate de notre
extrait possede une capacité antioxydante importante de l'ordre de 342,95 = 0,96 en

microgramme (jug) équivalents d'acide ascorbique par milligramme (mg) de la matiére séche

(LGEAA/MgMS).
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1.2.1.2. Piégeage du radical libre DPPH'

L'inhibition du DPPH- radicalaire a été évaluée pour I'extrait de Cymbopogon
schoenanthus en prenant l'acide ascorbique comme standard. Les résultats sont illustrés dans
le tableau 06, une valeur faible d'ICs, indique une activité antioxydante forte (Ladoh et al.,
2014).

Tableau 06: Valeur d'inhibition radicale DPPH

Cymbopogon schoenanthus Acide ascorbique

ICso(pg/ml) 113,383 +3,17 11,19+ 1,15

A partir des résultats, on remarque que l'activité antioxydante de I'extrait Cymbopogon
schoenanthus a été plus faible que celle d'acide ascorbique, leursiCsg sont respectivement :
113,383 £3,17 pg /ml; 11,19+ 1,15ug /ml.
1.2.1.3. Réduction du fer

En présence d'extrait de la plante le fer ferrique Fe®" a été réduit & la forme ferreux Fe".
Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant  l'augmentation de la
densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel & 593 nm.

Le résultat montre que l'activité réductrice du fer de l'extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus est important (81,517+ 1,359 microgramme (J1Q) équivalents
d'acide ascorbique par milligramme (mg) de la matiere séche (ug EAA/ mg MS).

1.2.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne

Les résultats obtenus du test de sensibilit¢ microbienne de notre extrait contre les
souches microbiennes: bactéries Gram positif :(Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Micrococcus luteus) et bactéries Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) sont regroupées dans le tableau (07).

Les valeurs indiquées sont les mesures du diametre de la zone d'inhibition autour du disque de

papier imprégné d'extrait brut en mm.
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Tableau 07: Diameétres des halos d'inhibition (en mm) lors des tests d'antibiogramme sur

I'extrait de Cymbopogon schoenanthus et I'antibiotique standard (gentamicine)

Bactéries Gram positif Bactéries Gram négatif

Staphylococc | Micrococcus | Escherichia | Pseudomonas

us aureus luteus coli aeruginosa
Diametres | Cymbopogon 11 8 9 10
des zones | schoenanthus
d‘inhibition | Gentamicine 23 18 20 28
(en mm)

Les résultats révelent que I'extrait hydroéthanoliqgue de Cymbopogon schoenanthus
exerce un effet antibactérien plus ou moins important sur les quatre souches bactériennes
testées, mais il est faible par rapport a I'antibiotique standard (gentamicine). Avec une valeur
hautement significativement supérieure (p <0,01).

1.3. Effet du traitement par Cymbopogon schoenanthus sur les rates atteintes de

néphrotoxicité par gentamicine
1.3.1. Etude du poids relatifs des reins

Les reins ont été préleveés et peses apres sacrifice des rates. Les résultats sont

représentés dans le tableau (08).

Tableau08 : Poids relatif des reins chez le groupe témoin et les groupes traités pendant 08 jours

Groupes T EX300 GM GM+P1p | GM+P350 | GM+Vitc
Poids relatif(%o) 0.605+ | 0.615+ 0.760+ 0.700+ 0.691+ 0.681+

des reins (g) 0.029 |0.028"° |0.017" 0.009? 0.004? 0.008?

Moy + S.E.M. de 04 rates de chaque groupe.
NS p > 0.05;*p < 0.05 ; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin(T).

ap<0.05;"p<0.01; °p<0.001 comparaison avec le lot de gentamicine(GM).
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Figure 14: Variation du poids relatif des reins chez le groupe témoin et les groupes
expérimentaux pendant 08 jours

D'apres nos résultats nous observons une augmentation significative (p<0.05) du poids
relatif des reins chez le groupe gentamicine (GM) par rapport au groupe témoin(T),et aucune
différence significative a été observée chez le groupe (EX300) par rapport au groupe (T). Aussi
une diminution significative du poids relatif des reins chez les deux groupes traités par
I'extrait Cymbopogon schoenanthus a la dose 100mg/kg et 300mg/kg et chez le groupe traité
par vitamine C par rapport au groupe (GM).

1.3.2. Etude des paramétres biochimiques

Le tableau (09) représente I’influence d’un traitement par 1’extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus sur les taux sériques de glycémie, 1’urée, la créatinine et l'acide
urique chez des rates atteintes de la néphrotoxicité par la gentamicine administré pendant 08

jours.
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Tableau09 : Teneurs sériques en glucose, urée, créatinine, acide urique chez les groupes

témoins et les groupes expérimentaux pendant 08 jours

T E X300 GM GM+P10 | GM+P3o | GM+Vitc
Parametres
Glycémie 0.928+ | 0.870+ 0.778+ 0.913+ 0.993+ 0.852+
(/) 0.067 0.107"° 0.065"° 0.076"° 0.061™ | 0.089"N°
Urée (g/l) 0.480+ | 0.505+ 2.835+ 0.535% 0.545% 0.550+
0.020 0.015M° 0.065* 0.035" 0.035" 0.010°
Créatinine | 8.280+ |[9.397+ 60.720+ | 10.620+ |12.090+ | 10.810+
(mg/l) 0.490 0.433"° 2.430* 0.717° 1.230° 0.760°
Acide 21.650+ |20.520+ | 9.275+ 15355+ | 15.665+ | 15.465+
urique(mg/l) | 0.570 0.920N° 0.255* 0.265° 0.175° 0.375°

Moy + S.E.M. de 04 rates de chaque groupe. *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001
comparaison avec le lot témoin (T). ®p < 0.05; ° p < 0.01; ® p < 0.001 comparaison avec le
lot gentamicine (GM)."® p > 0.05.

1,2 +

Glycémie (g/1)
[an]
o

NS

NS

T

EX30 GM

G+P  G+P

100

NS

G+V
300

M
wu
1

Urée (g/l)

[y
1

o
i
|
1

o

T

EXs GM G+P

G+P G+V
100 300

57




Résultat et discussion

70 * 25 -
NS
60 - T T
20 - b ]
= 50 -+ — [
) ~
o o
E 4o - Es -
v [} *
£ 3
= 30 - E
9 @ 10 - -
5 e
Q20 NS h b c E
10 | _ - ' ' ' 5
0
T  EXsyp GM G+P  G+P GV 0
100 300 T  EXsyyy GM  G+P GH+P G+V
100 300

Figure 15: Teneur plasmatique de glycémie, l'urée, créatinine et acide urique,chez les

groupes témoins et les groupes traités pendant 08 jours.

Le taux plasmatique de la glycémie ne montre aucune différence significative (p > 0.05)
chez les groupes (EXsq) et gentamicine par rapport au groupe témoin,et aussi aucune

différence significative n’a été vue pour les autres groupes par rapport aux groupes (T) et
(GM).

Les résultats obtenus dans notre travail ont montré que 1’administration journaliére de
la gentamicine (80 mg / Kg) a provoqué une augmentation significative (p<0.05) dans la
concentration de ['urée sérique par rapport au témoin sain (T),et ne montre aucune
différence significative d’urée chez le groupe (EX300) par rapport au groupe (T), Cependant
les deux groupes qui sont traités par 1’extrait Cymbopogon schoenanthus avec deux doses
(100mg/kg, 300mg/kg) ont montré une diminution hautement significative (p<0.01) d’urée
par rapport au groupe (GM) et diminution significative d’urée chez le groupe traité par
vitamine C (GM+Vitc), et ces groupes ne montrent aucune différence significative par rapport
au groupe (T).

Dautre part, La néphrotoxicité induite par la gentamicine se manifeste également par
une augmentation significative(p<0.05) de la créatinémie du groupe (GM) par rapport au
groupe normale (T), et ne montre aucune différence significative de créatinine chez le groupe
(EX300) par rapport au groupe (T), une diminution hautement significative (p<0.01) de
créatinine chez les deux groupes (GM+P109, GM+P3q0) par rapport au groupe (GM), et une

diminution trés hautement significative(p<0.001) de créatinine chez le groupe traité par
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vitamine C par rapport au groupe gentamicine (GM), et ces groupes traités ne montrent

aucune différence significative par rapport au groupe (T).

Par ailleurs le taux plasmatique d’acide urique révele une diminution significative chez
le groupe gentamicine par rapport au groupe normale, et aucune variation significative de la
concentration d’acide urique du groupe (EX3z00) cOmparé au groupe témoin, le traitement des
rates par cette plante avec deux doses (100mg/kg, 300mg/kg),et le groupe traité par vitamine
C aboutissant a un changement significatif d’acide urique par rapport au groupe gentamicine:
une augmentation trés hautement significative, une augmentation hautement significative, une
augmentation significative respectivement. Par contre aucune variation significative de la

concentration d’acide urique de ces groupes traités comparés au groupe témoin.

Le tableau (10) représente I’influence d’un traitement par 1’extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus sur le taux sérique des: protéine totale et aloumine chez des rates

atteints de la néphrotoxicité par la gentamicine pendant 8 jours.

Tableau 10: Teneurs seriques en protéine totale et albumine chez les groupes témoins et les

groupes traités pendant 08 jours.

Groupes T EXs00 GM GM+Py0 | GM+P3 | GM+Vitc
Parametres
Protéine | 79.590+ |78.010+ |63.915+ |78.840+ |76.800+ | 76.755%
totale (g/) | 0.410 0.830™° | 0.975* 1.920° 0.800° 0.765"
Albumine |44.830+ |45.440+ |31.620+ |43.110+ |43.135+ |44.565+
(g/l) 0.820 1.320™ | 0.620** |1.170° 0.885° 0.555"

Moy = S.E.M. de 04 rates de chaque groupe. *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001

comparaison avec le lot témoin (T). ®p < 0.05 ; b p < 0.01; ¢ p < 0.001 comparaison avec le

lot gentamicine (GM).™* p > 0.05.
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Figure 16: Variation de la concentration sérique de protéine totale et albumine chez les

groupes témoin et les groupes traités pendant 08 jours.

Nos résultats montrent que le taux plasmatique  des protéines totales est
significativement modifié chez le groupe gentamicine par rapport au groupe normal, et ne
montre aucune différence significative de protéine chez le lot (EX300) administré I'extrait, mais
les lots traités par la plante a la dose 100 mg et 300 mg ont une augmentation significative, et
une augmentation hautement significative de protéine respectivement. Une augmentation
hautement significative de protéine chez le groupe traité par vitamine C comparés au groupe
(GM), par ailleurs ces groupes traités ne montrent aucune différence significative par rapport

au groupe (T).

Une diminution hautement significative du taux dalbumine chez les rates du groupe
(GM) par rapport aux rates normales, et nous n'avons pas observé aucune variation
significative de la concentration de I'albumine chez le groupe (EX3g0). Alors qu’il y’est une
augmentation significative chez les rates traitées par 1’extrait de Cymbopogon schoenanthus,
et une augmentation hautement significative chez les rates traitées par vitamine C pour le taux
de l'albumine comparés au (GM). Aucune variation significative de la concentration de

I'albumine chez les rates traitées par rapport au témoin.

Le tableau (11) représente I’influence d’un traitement par I'extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus sur l'ionogramme sanguin tel que Na* sanguin, K* sanguin, CI’
sanguin et bicarbonate (CO;) chez des rates atteintes de la néphrotoxicité causee par

I’administration de gentamicine pendant 8 jours.
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Tableau 11: Teneurs sériques en Na*, K*, CI" et bicarbonate(CO,) chez les groupes témoins

et les groupes expérimentaux pendant 08 jours.

Groupes T E X300 GM GM+Pyyy | GM+P3y | GM+Vitc
Parametr
Na"sanguin | 140.180+ | 137.025+ | 132.700+ | 138.800+ | 139.900+ | 140.733+
(mmif) 0.625 0.670N° | 1.430* 0.490° 0.727° 0.1312
K* sanguin 5.380 055,33(;);‘53 7.040+ 5.145+ 5.385% 5.380+
(mmi/l) 0.020 ' 0.070* 0.035° 0.085" 0.080°"
Cl*sanguin | 105.700+ | 103.110+ | 102.900+ | 106.333% | 106.267+ | 107.700
(mml/l) 0.208 0.673N° | 0.404* 0.6572 0.867° 0.458"
Bicarbonate | 19.250+ | 17.750+ | 12.700+ | 18.130+ | 18.050+ | 18.575+
(mml/I) 0.429 0.977N° | 0.476*** | 1.040° 0.9912 0.747°

Moy = S.E.M. de 04 rates de chaque groupe. *p < 0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001

comparaison avec le lot témoin (T). 2 p < 0.05; °p < 0.01; ® p < 0.001 comparaison avec le
lot gentamicine (GM).N® p > 0.05.
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Figure 17:Variation de la concentration sérique de Na', K*, Cl'et Bicarbonate (CO)sanguin

chez le groupes témoin et les groupes expérimentaux pendant 08 jours.

Les taux des Na* et CI” sanguins présentent une diminution significative (p<0.05), mais
le taux de K* sanguin présente une augmentation chez le lot (GM) par rapport au lot
normale, et aucune variation significative chez le lot (EX30) et les autres lots traités par
rapport au lot normale, mais le traitement des rates par I’extrait avec les deux doses
(100mg/kg, 300mg/kg) et celles traitées par vitamine C présentent a un changement
significatif par rapport au groupe(GM).

Le taux de bicarbonate (CO;) représente une diminution tres hautement significative
chez le groupe (GM) par rapport au groupe normale(T), et nous n’avons pas constaté un
changement significatif chez le lot (EX3q0) et les autres lots traités comparés au lot témoin,
mais un changement significatif chez les lots traités par I'extrait par les différentes doses

(100mg/kg, 300mg/kg) et lot traité par vitamine C par rapport au groupe (GM).
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1.4. Etude de I'effet de Cymbopogon schoenanthus sur le stress oxydatif

1.4.1. Etude de la Malondialdéhyde (MDA) et Glutathion réduit (GSH)

Les résultats de I'étude de l'influence d'un traitement de 08 jours par l'extrait de

Cymbopogon schoenanthus sur le taux tissulaire des MDA et GSH sont rassemblés dans la

figure(20, 21).

Tableau 12: Concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA) et glutathion réduit

(GSH) chez le groupe témoin et les groupes expérimentaux pendant 08 jours.

Groupes T EX300 GM GM+P100 | GM+P39 | GM+Vitc
Parametres
MDA Foie | 0.144+ | 0.32+ | 0.247+ | 0.182+ 0.155+ | 0.172+
(umol/mg 0.027 | 0.007™ | 0.012 0.013? 0.006° 0.007°
prot) Reins | 0.241+ | 0239+ | 0377+ | 0.261+ 0.254+ | 0.267+
0.009 | 0.009° | 0.030" 0.008° 0.017° 0.022°
GSH Foie | 0.306+ | 0.297+ | 0.156+ | 0.260% 0.295+ | 0.280+
(nM/mg 0.009 | 0.007™° | 0.007" 0.015 0.002 0.005°
prot) Reins | 0.266+ 0.256+ 0.088+ 0.217+ 0.257+ 0.248+
0.008 | 0.011™ | 0.005” | 0.014 0.005" 0.003"

Moy £ S.E.M. de 04 rates de chaque groupe.

NSp > 0.05;*p < 0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001 comparaison avec le lot témoin (T).

ap<0.05;"p<0.01; °p < 0.001 comparaison avec le lot gentamicine (GM).
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Figure 18: Concentrations tissulaires de malondialdehyde chez les groupes témoins et les
groupes traités pendant 08 jours.

0,35 1 NS a 03 - .S b b
T a T
~ 037 ' 0,25 - I a
Q [7)
£ 0,25 - £
2 2 02 -
2 e
s 02 - ok 5
£ &£0,15 -
E T E ! *%*
E 0,15 - S
= £ 01
T 01 A I -
8 8
0,05 - 0,05 -
0 0
T EX;, GM G+P G+P G+V T EX; GM G+P G+P G+V
100mg 300mg 100mg 300mg
Foie Reins

Figure 19: Variation de la Concentration de glutathion réduit tissulaires chez les groupes

témoins et les groupes traites pendant 08 jours.

Nos résultats montrent que la molonydialdéhyde (MDA) rénale et hépatique chez les
rates (GM) a été augmenté de facon significatif (p<0.05) par rapport au groupe témoin (T), et
aucune variation significative chez le lot (EX30) par rapport au lot normale. Par contre un
traitement de 08 jours par I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus avec deux
dose (100 et 300mg/kg) et par vitamine C a dose 200mg/kg, a baissé le taux du MDA rénale et
hépatique en comparaison avec les rates injectées du gentamicine et non traitées. D'autre part,

nos résultats obtenus révelent que la concentration de GSH hépatique, et rénale diminue
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(p<0.01), chez le groupe gentamicine par rapport au témoin, et aucune variation significative
chez le lot (EX30) par rapport au lot normale. Par contre, la déplétion du glutathion réduit
(GSH) rénal et hépatique causée par la gentamicine a été restaurée par I'administration de
I'extrait de Cymbopogon schoenanthus pendant 08 jours a la dose quotidienne de 100 mg/kg
ou nous avons constaté une augmentation significative (P< 0.05). Cependant un traitement
d'extrait de Cymbopogon schoenanthus avec dose 300 mg/kg chez les rates injectées du
gentamicine induit une augmentation significative (p<0.05) et hautement significative
(p<0.01) du taux de GSH hépatique et rénal respectivement comparaison avec les rates de
groupe (GM). Aussi les résultats des rates traitées par vitamine C et injecté du gentamicine
représentent une amélioration (p<0.01) au niveau GSH hépatique et rénal comparés aux rates

injectés la gentamicine et non traitées.
1.4.2. Etude de I'activité enzymatique de la catalase (CAT) et (GPXx)

Tableau 13: Résultats de I'influence d'un traitement de 08 jours par l'extrait de Cymbopogon

schoenanthus sur l'activité de la CAT et GPx dans les reins et le foie des rates.

Groupes T EXa00 GM GM+P1g9 | GM+P3y | GM+Vitc

Parametres

Foie 2.920+ 2.805+ 1.076+ 2.769+ 2.890+ 2.624+

GPx(pmol 0.255 \ 0.092°
,mg(gmt) 0.212" | 0.139 0.235" 0.285"

Reins | 2.370+ 2.347+ 1.024+ 2.240+ 2.274+ 2.202+

0.110 o
0.157" | 0.059 0.142° 0.112° 0.195

Foie | 107.84+ | 108.2+ 31.2+ 95.70+ 101.66+ 110.4+

5.56 3.50N° 7.00° 3.13° 2.63° 10.80°
Catalase
Reins | 108.1% | 110.70+ | 315 67.5+ 101.91+ | 109.22+
(Ul/mg 45N 5.70 3.50° 3.40° 9.21°
prot) 10.30

Moy + S.E.M. de 04 rates de chaque groupe.
NS p > 0.05;*p < 0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001 comparaison avec le lot témoin (T).

2p<0.05;"p<0.01; °p < 0.001 comparaison avec le lot gentamicine (GM).
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Figure 20: Concentrations tissulaires de Glutathion peroxydase chez les groupes témoins et
les groupes traités pendant 08 jours
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expérimentaux pendant 08 jours
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Nos résultats montrent une diminution au niveau de l'activité de GPx rénale et hépatique
chez les rates injectées la gentamicine par rapport au témoin, et aucune variation chez le lot

(EX300) par rapport au lot normale.

Le traitement des rates par cette plante avec dose 100mg/kg aboutissant a une
augmentation hautement significative et significative du taux du GPx dans les reins et le foie
par rapport au groupe (GM) (p<0.01) et (p<0.05) respectivement. Aussi une augmentation
significatif (p<0.05) du taux du GPx dans les reins et le foie chez les groupes traités par
I'extrait du Cymbopogon schoenanthus avec dose 300mg/kg et par de vitamine C (200mg/kQg)
par rapport au groupe gentamicine (GM). a été remarque d'autre part, nous avons noté
également une réduction significative (P< 0.05) de I'activité de la CAT au niveau des reins et
de foie chez les rates injectées par gentamicine par rapport a celles saines témoins. Par
ailleurs, l'administration de I'extrait de Cymbopogon schoenanthus avec deux doses (100,
300mg/kg) et l'administration de vitamine C (200mg/kg) ont a permis une augmentation

significative de l'activité de la catalase cytosolique réduite par l'injection de la gentamicine.
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1.5. Etude histologique

L’observation microscopique des coupes histologiques des reins des rates injectées du
gentamicine réveéle une modification cellulaire bien visible, qui traduit une néphropathie
glomérulaire. Alors que les coupes histologiques des reins des rates traitées par l'extrait de la

plante a la doses 100mg et 300mg et par vitamine C présentent une amélioration au niveau
cellulaire.

Figure 22 : Coupes histologiques de rein de différentes groupes (x400)
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I1. Discussion

Les néphropathies médicamenteuses sont généralement des atteintes rénales aigues qui
ne persistent que le temps du traitement. Cependant, certaines évoluent vers l'atteinte rénale
chronique et peuvent conduire a l'insuffisance rénale chronique terminale. Au vu de la forte
prédominance des mécanismes aigus dans l'apparition d'une néphrotoxicité nous parlons
essentiellement de la néphrotoxicité aigue d'un médicament (gentamicine, par exemple) qui
peut se présenter cliniguement de multiples fagons (Karie et al., 2010). Les gentamicines
interagissent avec plusieurs composants cellulaires pour initier la cascade d'‘événements
responsables de leur toxicité. C'est pourquoi, les approches visant a réduire leur toxicité
consistent a prévenir ou a moduler ces interactions. Les antioxydants ont été proposés pour

prévenir la néphrotoxicité liée aux aminosides (Moreira, 2004).

Cymbopogon schoenanthus est une plante vivace. Elle est observée au Sahara sous
forme de touffes épaisses, serrées avec de nombreux rejets (Kemassi et al., 2013). Elle est
constitué la source majeure de médicaments grace a la présence de ce qu'on appelle le
métabolisme secondaire. Celui-ci produit des molécules variées, a structure chimique souvent

complexe, permettant aux plantes de contréler leur environnement animal et végétal.

Notre étude a porté dans un premier temps a lidentification des groupes
phytochimiques, qui caractérisent I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus.
Dans un deuxiéme temps, la recherche d'activité biologique que peuvent avoir cette extrait in
vitro a savoir les capacités antioxydantes et antimicrobienne et in vivo a savoir les effets

néphroprotecteurs.

Le rendement de I'extrait de notre plante a été 6.84+ 0.54 %.1l est difficile de comparer
ce résultat avec ceux de la bibliographie, car le rendement n'est que relatif et semble étre lié
aux propriétés genétiques ainsi qu'a l'origine géographique, aux conditions et a la durée de

stockage de la récolte et aussi aux méthodes d'extraction appliquées (Halmi, 2014).

Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur l'extrait des parties aériennes de
Cymbopogon schoenanthus ont montré la présence de certains composés bioactifs tels que
flavonoides, polyphenols, terpenoides, sucres réducteurs...etc, par contre l'absence de
saponosides et les stérols ce qui est en accord avec les travaux de Mohammad Ali (2012). Les
polyphénols, en particulier les tannins, et plus précisément les tannins catéchiques, grace a

leurs propriétés astringentes et veinotrope, renforcent la résistance des vaisseaux et empéchent
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ainsi la fuite du sang. Cette propriété hémostatique pourrait étre bénéfique dans le cas de la
prise en charge des anémies (Caesar, 2007). Les terpenoides ont été largement connues par
leurs effets contre des cellules tumorales qui présentent la capacité d'inhiber la croissance des
cellules cancéreuses (Hidayat et Fatmawati, 2016). Les alcaloides peuvent étre utilisés comme
antipaludéens, antalgiques, antispasmodiques, bactéricides et stimulants, ces molécules
entrainent trés souvent une toxicité aigué lorsque elles sont existent en forte concentration
(Rujjanawate et al., 2003). Les glycosides et les flavonoides peuvent inhiber la croissance
tumorale et la protection contre les infections gastro-intestinales. Les flavonoides dans le
présent travail représentent 8,84+0,317 ug équivalent de quercétine/mg de la matiére seche,
les polyphénols montrent une concentration de 29,387+2,208 ug équivalent d'acide gallique/
mg de la matiére séche et les tannins condensés 3,907+0,140 pg équivalent de catéchine/mg
de la matiere séche. La teneur en composés phénoliques d'une plante depend d'un certain
nombre de facteurs intrinséques (génétique) et extrinséques (les pratiques culturelles, la
maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Podsedek, 2007). En plus la méthode de
quantification peuvent également influencer l'estimation de la teneur des phénols totaux (Lee
et al., 2003).

Dans le but dévaluer l'activit¢é antioxydante de 1’extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus, nous avons utilisé trois méthodes basées sur trois mécanismes
antioxydants differents : I'effet piegeur des radicaux libres évalué par le test de DPPH;, la
capacité antioxydante totale estimée par le test de phosphomolybdate et le pouvoir réducteur
du fer en utilisant le test FRAP. Selon les résultats trouvés, I'extrait hydroéthanolique est doté
d'un pouvoir piégeur avec une ICsode 113,383 £3,17 ug /ml mais plus faible en comparaison
avec du standard (acide ascorbique) IC 50 11,19+ 1,15ug /ml. Alors que cet extrait posséde
une capacité antioxydante importante de l'ordre de 342,95 + 0,96 et 81,517 + 1,35 ug

équivalent AA/mg de la matiere séche pour le test de PM et FRAP respectivement.

D'aprés la littérature, il existe une relation entre la teneur totale en polyphénol et
I'activité antioxydante d'extrait (Talbi et al., 2015). Egalement N'guessan et al (2007) ont
montré l'existence d'une corrélation entre les teneurs en phénols totaux et lactivité

antiradicalaire

Cette activité attribuée aux polyphénols s'expliquent en partie par leur capacité a capturer
des radicaux libres et de complexer des métaux (Ladoh et al., 2014). Les groupements

fonctionnels présents dans les composés phénoliques en général peuvent céder facilement
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un électron ou un proton pour neutraliser les radicaux libres (Bidie et al., 2011). En effet,
l'augmentation de l'absorbance dans le milieu réactionnel indique l'augmentation de la

réduction du fer (Belyagoubi, 2011).

Pour l'activité antibactérienne, I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus
a inhibé la croissance de toutes les souches microbiennes testées celles Gram positif
:(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus) et les bactéries Gram négatif
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Les diametres des
zones d'inhibition étaient compris entre 8 et 11mm. Nos résultats sont équivaux et comparable
a ceux trouvés par EL-Kamali et EL-amir (2010), qui ont étudié l'activité de I'extrait des
parties aériennes de Cymbopogon schoenanthus contre Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. L'activité antibactérienne de cette
plante pourrait s'expliquer par la présence de substances polyphénoliques (tannins,
flavonoide) (Bruneton, 1993; Ybert et al., 2001). Le mécanisme des effets antimicrobiens des
polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi les hypothéses avancees, nous pouvons citer
I'inhibition des enzymes extracellulaires microbiens, le blocage de substrat nécessaire a la
croissance microbienne ou la chélatation de métaux tels que le fer et l'inhibition de

métabolisme microbien (Bentabet-Lasgga, 2014).

Pour I'évaluation de [lactivite néphroprotecteur de I'extrait hydroéthanolique de
Cymbopogon schoenanthus, nous avons essayé d’évaluer l'effet protecteur de cette plante en
I’administrant a deux doses différentes (100 et 300) mg/kg par voie orale pendant 08 jours

chez des rates atteintes une néphrotoxicité provoquée par la gentamicine.

Nous avons choisis la voie orale pour I'administration car de multiples raisons. D'une
part, c'est la voie d'utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle. D'autre part, c'est
une voie d'administration physiologique, elle offre certain nombre de critéres, d'efficacité et

de commodité, et pour éviter les risques éventuels d'intoxication (Bourine et Jolliete, 1999).

Dans notre étude, Nous avons constaté que l'administration quotidienne de la
gentamicine a une dose de 80 mg/kg pendant une période de 08 jours a provoqué un
changement significatif des marqueurs biochimiques; urée, créatinine , acide urique, protéine
totale, albumine et globuline , Na*, K, CI" et le bicarbonate (CO2), chez le groupe des rates

administrées du gentamicine seul, comparativement au groupe témoin.
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La gentamicine induit une néphrotoxicité caractérisé par I'élévation des marqueurs
biochimiques, cependant, elle est structurellement associée a une atrophie glomérulaire,
nécrose tubulaire et la fibrose et cedeme périvasculaire, l'inflammation et la congestion
glomérulaire (Enrique et al., 1979 ; Soliman et al., 2007). Ces caracteristiques sont associées

a une atteinte rénale.

La créatinine est un métabolite de la créatine, excrété dans l'urine par filtration
glomérulaire. Une élévation de sa concentration dans le sang est une indication de
dysfonctionnement rénal (Frank, 1992; Siby, 2008). La concentration de la créatinémie dans
cette étude chez le groupe GM a été augmentée significativement (p< 0.01): 60.720+2.430
mg/l par rapport au groupe normal: 8.280+0.490 mg/I.

L'azote sanguin, dérivé du métabolisme normal des protéines, est excrété dans l'urine.
Un taux élevé indique généralement une atteinte rénale (Frank, 1992). Le taux de l'urée
sérique dans ce travail chez le groupe gentamicine: (2.835+£0.065¢/l) a été augmenté

significativement (p<0.05) par rapport au groupe normal: (480+0.020 g/l).

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Veljkovi¢ et al (2009) qui ont
constaté que, chez des rates méales de souche Wistar albinos, l'injection de la gentamicine a
une dose de 100 mg / kg provoquait une augmentation du taux de la créatinine et de l'urée

plasmatique .

L'administration orale de I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus a
deux doses journaliéres (100 et 300mg/kg) et de vitamine C a la dose 200mg/ kg, a permis de
protéger les rates contre la néphrotoxicité induite par gentamicine, encore mieux, elle a méme
permis de diminuer d'une maniére significative (p<0.01) des taux sériques de l'urée
(0.535+£0.035 , 0.545+0.035 et 0.550+0.010 g/l ) et de la créatinine (10.620+0.717,
12.090+1.230 et 10.810+0.760 mg/l) respectivement par rapport au témoin injecté la
gentamicine. Ces résultats ont été constaté dans I'étude de Al Haznawi et al (2007) qui ont
montré qu'il y’est une différence significative au niveau de créatinine et urée sanguins chez un
groupe atteint d’une néphrotoxicité et administré de l'extrait éthanolique de Cymbopogon
scheonanthus du Saharien d'Arabie Saoudite par rapport au contrdle. La majorité des
expériences antérieures sur la protection contre la néphrotoxicité induite par la gentamicine
étaient concentrées sur l'utilisation de différentes substances antioxydantes, y compris les

extraits des plantes médicinales avec propriétés antioxydantes (Priyamvada et al., 2008).
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Pour la protéine totale, l'albumine et la globuline, les résultats obtenus sont
significativement modifié chez des rates atteintes de la néphrotoxicité par la gentamicine par
rapport aux rates témoins. Nos resultats concordent avec les resultats publiés par Jedage et
Manjunath (2015) qui ont observé une diminution de la concentration d'albumine et protéine
totale chez les rates wistar administré par voie intrapéritonéale de gentamicine 100 mg / kg /

jour pendant dix jours.

La diminution des taux de protéines sanguines peut étre indiquée par l'augmentation du
catabolisme des protéines et/ou d'un dysfonctionnement rénal. Ceci confirme la présence
d'une néphropathie caractérisée par une réduction de la filtration glomérulaire (EI-Nekeety et
al., 2009). Lalbumine est une proteéine plasmatique synthétisée par le foie. Elle est
responsable de 70 a 80 % de la pression oncotique plasmatique. En raison de son caractére
anionique et de son poids moléculaire (65 kDa), sa filtration glomérulaire est trés réduite. De
plus, la majeure partie (99 %) de la quantité filtrée est réabsorbée au niveau des tubes
proximaux. Son utilité clinique est comme marqueur des lésions tubulaires proximales lors
d'études réalisées chez des rates toxiques (Chalamet, 2015). C'est en fait, bien souvent devant
I'élévation de l'urée et/ou de la créatinine sanguine que I'on découvre l'atteinte rénale. Celle-ci
apparait entre le 5eme et le 8éme jour du traitement. A cette date on peut dépister une faible
protéinurie souvent de type tubulaire, accompagnée parfois d'une leucocyturie (Ezaitouni et
al., 1999).Une diminution d'albumine/globuline peuvent étre dus a la perturbation dans la
synthése de protéine dans le foie (Rabab et al., 2014). une dysfonction rénale, la présence
d'cedéme et/ou d'une hypo albuminémie, une altération de la circulation capillaire, l'existence
d'interactions médicamenteuses ou d'inductions enzymatiques, sont a l'origine de
modifications pharmacocinétiques dont la conséquence la plus fréquente de risque de sous —
dosage (Soulat, 2013).

Les résultats de notre étude montre que lactivité néphroprotective de I'extrait
hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus a deux dose journaliére (100 et 300mg/kg) et
/ou de vitamine C a la dose 200mg/ kg est efficace pour l'augmentation significative aux
niveaux d'albumine et de protéines totale. Nos résultats sont similaires a ceux de Sule et
Arhoghro (2016).

Dans notre étude, nous avons enregistré une diminution significative du taux des Na®,
CI" et CO, sanguins et une augmentation significative (P<0.05) pour le taux de potassium

sanguin (K") chez le groupe des rates injectées du gentamicine comparativement au groupe
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des rates saines témoins. Nos résultats concordent avec plusieurs d’autres études comme celle
publiée par Uma et al (2012) et Poormoosavi et al (2010) qui ont montré que la composition
en électrolytes (Na*) était diminuée, et augmentée pour (K*) chez les rates injectées de

gentamicine par rapport aux rats témoins.

La présence de néphropathie indique que I'administration de gentamicine altérent les
cellules tubulaires proximales, membranes lysosomiales et le métabolisme mitochondrial
(Ezaitouni et al 1999). Ces altérations rénales sont dues, pour la plupart, a une inhibition de
l'activité des pompes Na'-K'-ATPase et des co-transporteurs Na®, K*, CI” des tubes
collecteurs (Kévin, 2014). Ceci a pour conséquence d'augmenter la concentration en sodium
dans la lumiére tubulaire au niveau de la branche ascendante large de 1’anse de henlé
(Moreira, 2004). Cette inhibition perturbant la capacité de la cellule pour maintenir de
réabsorption ou le transport normal de sodium, potassium, chlore et de bicarbonate (Rafieian-
Kopaei et al., 2012).

Les valeurs de sodium, potassium, chlore et de bicarbonate sériques chez les groupes
traitées par Cymbopogon schoenanthus et/ou vitamine C ont été significativement réduites par
rapport au groupe injecté la gentamicine. Ceux-ci peuvent étre expliquées que cette plante a
amélioré 1’action des tubes proximax (réabsorption de ces électrolytes) (Matsuda et al., 1988).
Le mécanisme pour sa protection contre les dommages cellulaires peut étre di a la présence
des composés phénoliques: des flavonoides (rutine), des tannins etc. ayant une bonne activité
antioxydante (Jedage et Manjunath., 2015).

Semblable a nos résultats, la vitamine C fourni des propriétés antioxydantes plus
efficaces pour l'amélioration des fonction rénales dans la néphrotoxicité induite par

gentamicine (Stojiljkovic et al., 2014).

Concernant le poids relatif des reins, nous constatons une augmentation de la taille des
reins et une décoloration globale (reins plus pales) chez les rates injectées du gentamicine.
Ceux-ci sont développés suite a une néphrotoxicité causée par lI'accumulation de gentamicine
dans les reins (Gimie, 2010). Les modifications métaboliques engendrées par la gentamicine
peuvent entrainer une perte de la structure en brosse des cellules et 1'induction d’apoptose

cellulaire ou encore de nécrose (Devarajan, 2006).

En revanche, le traitement par Cymbopogon schoenanthus et/ou vitamine C chez les

groupes administrés la gentamicine a entrainé une amelioration du poids relatif des reins.
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Cette amélioration est due probablement a l'effet inhibiteur de la plante et la vitamine C
contre lI'accumulation de gentamicine dans cet organe, ce qui diminue son effet néfaste. Aussi,
I'effet protecteur de cette plante pourrait étre di a la présences des composés anti-
inflammatoires telle que les flavonoides, les acides phénoliques (Keerthi et al., 2014) et les
terpénoides (Miguel, 2010).

Le stress oxydatif est l'un des facteurs conduisant a [l'initiation de processus
pathologiques rénales telles que l'insuffisance rénale aigué ou progressive, néphrite tubulo-
interstitielle, la glomérulonéphrite, la néphropathie obstructive et I'hypertrophie tubulaire
(Galle, 2001). Le stress oxydatif accru pourrait étre dd a l'action exogene de produits
chimiques toxiques et les effets secondaires des médicaments (Dezwart et al., 1999). La
gentamicine peut former des complexes métalliques avec le fer mitochondrial catalysant ainsi

la formation de radicaux libres (Moreira, 2004).

Nos résultats montrent une augmentation du marqueur de la peroxydation lipidique
MDA dans les reins chez les rates injectées la gentamicine. Nos résultats concordent avec
plusieurs d'autres études comme celle publiée par Veljkovi¢ et al (2009) qui ont suggérés que
le taux de MDA a été élevé d'une maniére hautement significative (p < 0.001) aprés un
traitement du gentamicine a une dose de 100 mg / kg. Cette augmentation peut probablement
étre le reésultat de l'augmentation des ROS qui attaquent les acides gras polyinsaturés de la
membrane cellulaire et provoque la peroxydation lipidique (Battacharya et al., 1997).
L'augmentation de la peroxydation lipidique affaiblit le fonctionnement des membranes par la
baisse de la fluidité membranaire et par la diminution de l'activité des enzymes et des

récepteurs liés aux membranes (Kakkar et al., 1998).

Dans ce contexte nos résultats montrent une diminution des GSH, GPx et CAT chez le
groupe des rates injectées la gentamicine comparativement au groupe des rates saines
témoins. Loven et al (1986), suggérent que la diminution de la concentration du GSH dans
les cellules peut étre due d'une part a un accroissement de son utilisation par les cellules, et
d'autre part a une diminution de la synthese du GSH ou une augmentation de sa dégradation

au cours du stress oxydant.

GPx est une enzyme responsable de la défense contre le peroxyde d'hydrogene, est
strictement liée a la concentration de GSH car elle catalyse la réaction entre le glutathion et le
peroxyde d'hydrogene, une diminution significative des activités des Superoxyde dismutase

SOD, GSH et GPx au niveau des reins confirmant l'augmentation de production de radicaux
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libres provoquée par I'administration de gentamicine chez les rats (Rabab et al., 2014). En
soutenant les résultats actuels, la gentamicine provoque une altération des enzymes
antioxydantes telles que GSH, GPx et SOD (Akhgari et al., 2003).

La catalase CAT est une enzyme présente dans les péroxysomes. Elle pouvant réagir
avec une molécule de peroxyde d’hydrogeéne. Cette enzyme est l'une des plus efficaces
d’enzymes antioxydantes, elle n'est pas saturables par aucune concentration d'H,O, (Chaaya,
2010; MI Poirrier, 2010), qui peut, en exces, causer des dommages graves a des lipides,
I'ARN et 'ADN (Patel et al., 2013). Une diminution de catalase peut étre d0 a la destruction
de l'activité des antioxydants ou/ et abaissement de I'expression du géne CAT (Maritim et
al., 2002).

L'administration de 1’extrait de Cymbopogon schoenanthus a deux dose journaliére
(100 et 300mg/kg) et la vitamine C a la dose 200mg/ kg en concomitance avec la gentamicine
a fait diminuer le niveau de la toxicité, en modulant des biomarqueurs de stress oxydant, et
en régulant l'activité des enzymes antioxydantes (diminution de la concentration du MDA,
élévation du taux du GSH, GPx, et I'activité de la CATdans les reins. Nos résultats concordent

également avec ceux trouvés par Othman et al (2013).

Les antioxydants phénoliques sont capables de réduire les espéces réactives d'oxygene
(ERO), englobant les radicaux libres, par un mécanisme de protection des biomolécules de
I'oxydation. (Achat, 2014). Les polyphénols possedent des propriétés antioxydantes.
Effectivement, il a été démontré qu'ils inhiberaient ou préviendraient la peroxydation
lipidique (Osakabe et al., 2001 ; Schroeter et al.,2002 ; Wu et al., 2009 ). De nombreux
travaux expérimentaux rendent compte d'un effet néphroprotecteur des antioxydants au cours

d'un traitement par gentamicine (Pallet et al., 2009).

Le stress oxydatif semble étre atténué par des antioxydants nutritionnels non
enzymatiques tels que la vitamine C (Ahmed et al., 2000). Présente sous sa forme ascorbate,
elle piege les radicaux peroxyles en phase aqueuse avant qu'ils initient la réaction de
peroxydation lipidique protégeant ainsi les membranes et les lipoprotéines. La vitamine C
peut avoir un effet pro-oxydant et ainsi se lier avec des ions meétalliques (Gulcin, 2012) dont
Fe** pour le réduire en Fe?*qui pourra ensuite catalyser différentes réactions: H,O,+
Fe”* SOH™* Fe**+ OH générant ainsi de nouvelles espéces réactives d’oxygéne (ERO)

(Poisson, 2013; Valko et al., 2006).
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D'autre part, nous avons réalisé le dosage des parameétres du stress oxydatif du foie. Les
résultats obtenus sont similaires aux résultats trouvés au niveau des reins, Nous avons
remarqué que la gentamicine peut aussi induire des lésions des cellules hepatiques. Le
traitement par Cymbopogon schoenanthus et/ou vitamine C a entrainé aussi une amélioration

au niveau cellulaire de cet organe.

Mentionnons encore d'autres effets secondaires rarement signalés et pouvant étre reliés
a la gentamicine tels que nausées, salivation accrue, perte d'appétit, fibrose pulmonaire,
splénomégalie, hépatomégalie passagere, démangeaisons, engourdissements, fourmillements
de la peau, cedéme laryngé et spasme, douleurs articulaires, fieévre médicamenteuse,
convulsions, hypotension, hypertension, diminution du calcium sérique, diminution de
I’hémoglobine et de 1'hématocrite, paresthésie de la cinquiéme paire de nerfs craniens et
hémorragie gastro-intestinale. Un seul cas de blocage neuromusculaire est signalé dans la
documentation médicale (Baxter, 2012; Meyer, 1986).

En vue d'apporter une contribution & l'utilisation rationnelle des plantes médicinales,
nous avons évalué la toxicité rénale de I'extrait hydroéthanoliqgue de Cymbopogon

schoenanthus a dose 300mg/kg chez les rates pendant 08 jours.

Au cours de cette étude, nous avons suivi les variations sériques des parametres
specifiques de toxicité aigue telles que les marqueurs biochimiques sanguins: l'urée,
créatinine, acide urique, protéine totale, albumine, Na*, K*, CI" et bicarbonate (CO,), et le
marqueurs de stress oxydatif; MDA, GSH, GPx et la catalase. Les résultats montrent que
I'administration de I'extrait du Cymbopogon schoenanthus chez les rates a la dose 300mg/kg
n'a aucune variation significative des parameétres sériques comparés avec ceux du groupe
témoin, et n'a provoquée aucun effet mortel ou signe de morbidité et effet néfaste sur

I'organisme.

L'étude histologique montre que le groupe injecté du gentamicine est des vaisseaux
sanguins dilatés et encombrés dans [linterstice, également peu dinflammatoires
mononucléaires legéres dispersés, l'infiltration est vue dans [linterstice, changements
dégenératifs (gonflement des cellules glomérulaires). Ces observations sont similaires dans
des recherches antérieures rapportées par Veljkovi¢ et al (2015). Une accumulation sélective
de gentamicine dans le cortex rénal induit une Iésion morphologique des tubules proximaux
(Aparna rama laxmi devi et al, 2016). Le GM cause également la mort cellulaire par la

génération des radicaux libres, et du phospholipidose (Rafieian-Kopaei et al., 2013).
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Dans les groupes injectées la gentamicine et administré la vitamine ¢ ou l'extrait de
Cymbopogon schoenanthus, il y avait d'inflammation mononucléaire discrete, qui se traduit
par une réduction de dilatation tubulaire et d'atrophie glomérulaire. Cela pourrait signifier
que la plante a diminué la dégénérescence rénale et a causé la disparition des lésions
corticales dans des tissus de rein, donc un effet protecteur de la structure et la fonction de
néphron. La présence des alcaloides et des composés phénoliques tels que des flavonoides,
des tannins dans les plantes médicinales peut étre responsable de l'activité protectrice de rein
(Chandavarkar, 2017). Les flavanoides est probablement peut présenter un bon potentiel
d'usage en cas dommages antioxydant rénaux (Lakshmi et al., 2012). La vitamine C a signalé
également un effet efficace comme dans divers systémes biologiques qui a rapporté

précedemment par d'autres investigateurs (Rabab et al., 2014).

Les résultats de I’étude histologique confirment les observations biochimiques et les
résultats du stress oxydatife constatés au niveau des reins.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques car ils sont doués de nombreuses activités dont l'activité
antioxydante, ce qui les rend utiles dans la prévention des maladies, le développement de

nouveaux médicaments a base d'antioxydants d'origine naturelle doit étre a I'ordre du jour.

Notre travail a été pour Il'objective d'évaluer les activités antioxydantes et
antimicrobiennes de [I'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus in vitro et in
vivo pour I'évaluation de I'activité néphroprotectrice de l'extrait de cette plante, suite a une
néphrotoxicité induite par la gentamicine chez des rates de type Wistar Albinos. A la

lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que:

Le rendement de l'extrait de la partie aérienne de Cymbopogon schoenanthus est de
I'ordre 6.84 + 0.5 %. L'analyse qualitative et quantitative montre que l'extrait
hydroéthanolique de cette plante contient des polyphénols (29,387+2,208 pg équivalent
d’acide gallique/ mg de la matiére séche), flavonoides (8,84+0,317 pg équivalent de
quercétine/mg de la matiere seche), tannins condensés (3,907+0,140 pg équivalent de
catéchine/mg de la matiere séche). De méme, cet extrait a une activité antioxydante
confirmée par différentes tests a savoir le PM, FRAP, et DPPH, ce qui pourrait représenter
une nouvelle source potentielle des molécules bioactives ont un important effet thérapeutique
contre plusieurs pathologies. Notre plante est aussi actif contre quelques bactéries tels que:

Staphylococcus aureus ATCC 25923, et Micrococcus luteus.

L'administration  d’extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus en
concomitance avec la gentamicine a fait diminuer le niveau de la toxicité, en modulant les
niveaux des biomarqueurs du stress oxydant, et en régulant l'activité des enzymes
antioxydantes (diminution de la concentration du MDA, élévation du taux du glutathion
réduit (GSH), du glutathion peroxydase (GPx) et de l'activité de la catalase (CAT) dans les
reins). Cette combinaison a aussi révélé une restauration du taux de certains parametres
biochimique (créatinine, urée sérique, protéine totale, albumine et I'ionogramme sanguin),
ainsi que l'analyse tissulaire réalisée au niveau des reins a permis de montrer que notre plante
provoque une régénération remarquable du tissu rénale, ce qui permis de mettre en évidence
I'action protectrice du Cymbopogon schoenanthus et sa capacité a améliorer l'activité du

systéeme biologiques les rates intoxiquées par la gentamicine.
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Ces résultats ne constituent bien évidemment qu'une premiere étape de recherche des

molécules biologiquement actives. Nos perspectives de recherche pour le futur sont les
suivantes :

- Isoler les molécules actives contenues dans I'extrait de Cymbopogon scheonanthus, ensuite
déterminer I'effet pharmacologique et les mécanismes et leur mode d'action de cette plante

sur les différents systemes biologiques au cours de la toxicité rénale.

- 1l serait souhaitable de développer cette étude en mesurant d'autres parameétres du statut

antioxydant (Superoxyde dismutase, Vitamine E, glutathion-S-transférase,...etc).
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Annexes

Photo : Evaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R- 200) (photo originale).

Figure: Etuve de type MEMMERT (photo originale).
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Annexes

Figure: Spectrophotométrie a transmission moléculaire de type UV- VIS -1240

(photo originale).

Figure: Bain-marie de type MEMMERT (photo originale).
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Annexes

Figure24: Centrifugeuse horizontale de type SIGMA (photo originale).

Figure: Microscope optique de type OPTIKA lié a un appareil photo (photo originale).
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Annexes

Tableau: Résultat des tests phytochimiques d'extrait hydroéthanolique de

Cymbopogon schoenanthus.

ALCALOIDES

POLYPHENOLS

TANINS

POLYTERPENES

STEROLS

SAPONOSIDES

STEROIDES

SUCRE REDUCTEUR
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Annexes

Photo : Administration de I'extrait de Cymbopogon schoenanthus. par gavage
gastrique (Originale, 2017)

Photo : Injection intrapéritonéale de gentamicine 80 mg/ kg/ jour.
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Annexes

Produits chimiques utilisés

Acétate de sodium, acide acétique, acide ascorbique, acide dithio-bis2-nitrobenzoique
(DTNB), acide gallique, acide phosphorique (HsPO, ), acide salicylique, acide sulfurique
(H,SO,), acide thiobarbiturique (TBA), acide trichloroacétique (TCA), bleu de comassie,
butylhyroxtoluene (BHT), carbonate de sodium (Na,COs3), catéchine, chloroforme, chlorure
d'’hydrogéne (HCI), chlorure de sodium (NaCl), diméthyle sulfoxyle (DMSO), 2,2’ -diphényle-
1-picryl hydrazyl (DPPH), eau oxygéné (H,O,), Folin-Ciocalteu, gélatine, glutathion réduit
(GSH), liqueur de Fehling, magnésium (Mg), méthanol, molybdate d’ammonium,
monopotassium phosphate (KH,Po,), quercétine, réactifs de Dragendorff, réactif de
Liebermann, sérum albumine bovin (SBA), trichlorure d’aluminium (AICL3) , trichlorure de

fer (FeCl3) , TPTZ (tripyridyltriazine ferrique), tris, vanilline.
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Résumé: Le but de ce travail d’une part, est d'étudier la phytochimie, capacité antioxydante et antimicrobienne
d'extrait hydroéthanolique de Cymbopogon schoenanthus issue de Tamanrasset, d'autre part pour évaluer I'effet
protecteur des principes actifs dérivés de cette plante sur des rates atteint une néphrotoxicité par administration
de la gentamicine 80mg/kg pendant 08 jour. Il sagit d'une étude expérimentale menée au laboratoire sur 24
rates femelles Wistar Albinos réparties en six lots de quatre rates chacun.

A travers cette étude, nous avons estimé les taux des polyphénols (29,387+2,208 pg équivalent d’acide
galliqgue/ mg de la matiere seche), des flavonoides (8,84+0,317 ug equivalent de quercétine/mg de la matiére
séche), des tannins condensés (3,907+0,140 ug équivalent de catéchine/mg de la matiére séche). L'activité
antioxydante par la méthode de DPPH a montré un pouvoir piégeur avec une ICsy de 113,383 +3,17 ug /ml. Un
potentiel réducteur important par le test de PM et FRAP a été également montré par cet extrait. Il a montre une
certaine activité contre quelques bactéries telles que Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

A partir de l'analyse biochimique de nos résultats, nous remarquons une diminution significative de la
concentration sérique de l'urée, la créatinine et l'acide urique chez les groupes intoxiquées par gentamicine et
administré les deux doses de D’extrait. Alors que, la concentration de protéine totale, albumine ont été
augmentées. Cependant, les ionogrammes sanguins ont présenté un changement significatif, chez les rates
traitées par Cymbopogon schoenanthus par rapport aux rates injectées du gentamicine. En outre, cette plante a
diminuée le stress oxydatif qui est traduit par une diminution de la teneur tissulaire de malondialdehyde
(MDA), une augmentation du taux du glutathion réduit (GSH), de l'activité de glutathion peroxydase (GPx) et
activité de la catalase (CAT) dans les reins et par conséquence, une amélioration et régénération du tissu
rénale. La présente étude confirme que Cymbopogon schoenanthus peut avoir un effet protecteur vis-a-vis la
toxicité induite par la gentamicine et les pathologies associes au stress oxydatif.

Mots clés: Cymbopogon schoenanthus, activité antioxydante, activité antimicrobienne, néphrotoxicité, stress
oxydatif.
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