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Resume

Les extraits naturels connus par leur richesse en molécules biologiquement actives. Dans
ce contexte, nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante in vitro et in vivo des

extraits méthanolique et aqueux des écorces des racines du Zizyphus lotus.

L’analyse qualitative de ces extraits par les tests préliminaires et la CCM a révélé la
présence des composés phénoliques, des flavonoides, des tanins ; ceci est confirmé par une
analyse quantitative basée sur le dosage , des composés phénoliques ,des flavonoides et des
tanins dont les wvaleurs sont: pour les composés phénoliques dans [D’extrait
MET(48.54+3.514ug Eq AG / mg d’extrait)et 'extrait AQ(45.19+ 0.396ug Eq AG / mg
d’extrait) , les flavonoides dans I’extrait MET(3.710£0.555ug Eq Q / mg ) et extrait AQ
(6.786+ 0.041ng Eq Q / mg) , et les tanins dans I’extrait MET (0.063+0.046ug Eq CT / mg),
pour I’extrait AQ (0.190 £0.003 pg Eq CT / mg).

L’¢tude de D’activité antioxydante par la méthode de phosphomolybdate d’ammonium a

révélé une grande activité anti oxydante de I’extrait MET par comparaison avec 1’extrait AQ.

L’analyse in vivo faite sur 16 rattes Albinos Wistar est basée sur 1’é¢tude des effets nocifs
de plomb sur quelques parameétres biochimique, et le réle de I’extrait MET (200mg/kg) de

Zizyphus lotus en réduisantou ¢leminé les effets cytotoxiques induit par le plomb.

Les resultats ont montré aussi des changements notables dans les parameétres
biochimique,et pondéraux caractérisés surtout par une augmentation significative de la
concentration sérique du glucose, transaminase (AST,ALT),I’urée, 1’acide urique et la
créatinine ,et une augmentation non significative de PAL chez les rattes traitées par plomb

seul par rapport aux témoins.

Par ailleurs la supplémentation de 1’extrait méthalonique de Zizyphus lotus a modifié les
effets toxiques du plomb et il est considéré comme un antioxydant fort et efficace contre le

stress oxydant induit par le plomb.

Mots clés : Zizyphus lotus, activité antioxydante, molybdate, composés Phénoliques,

flavonoides, tanins, plomb, I’extrait méthanolique, I’extrait aqueux.



Abstract

Natural extracts known by their wealth of biological active molecules. In this study, we
have tried to evaluate the antioxidant activity in vitro and in vivo of methanolic and aqueous

extracts from the roots bark of Zizyphus lotus.

The qualitative analysis of these extracts by tests screening and TLC has shown the
presence of phenolics compounds, flavonoids, tannins. This is confirmed by a quantitative
analysis based on the dosage of phenolics, flavonoids and tannins which values are: for
phenolic compounds in the extract MET (48.54 + 3.514 ngEAG / mg extract) and extracts AQ
(45.19 + 0.396ug EAG / mg extract), flavonoids in the MET extract (3.710 £+ 0.555ug EQ /
mg) and AQ extract (6.786 = 0.041pg EQ / mg), and tannins in ‘MET extract (0.063 + 0.046
ug ECT / mg) for AQ extract (0.190 = 0.003 pg ECT / mg).

The study of antioxidant activity by the ammonium phosphomolybdenum method revealed

high antioxidant activity of the extract MET compared to AQ extract.

The in vivo analysis by16 rats Wistar Albinos is based on the study of harmful effects of
lead on some biochemicals parameters, and the role of MET extract (200mg / kg) of Zizyphus

lotus in reducing or eliminating the cytotoxic effects which are produced by lead.

The results also showed significant difference in biochemical parameters, weight,
especially characterized by a significant increase in serum glucose, transaminase (AST, ALT),
urea, creatinin, uric acid, and an increase not significantly in PAL in rats treated only with

lead compared to controls.

Moreover supplementation of methanolic extract of Zizyphus lotus changed the toxic
effects of lead and is considered a safe and effective antioxidant against oxidative stress

induced by lead.

Key words: Zizyphus lotus, antioxidant activity, molybdate, Phenolic compounds, flavonoids,

tannins, lead, methanol extract, aqueous extract.
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Abreviation
ABS : Absorbance
AG : Acide galique
ALAT : Alanine aminotransferase
AICIs : trichlorure d’aluminium
AQ : extrait aqueux
ASAT : Aspartate aminotransferase
BAW: n-Butanol/Acide acétique/eau
CA : Catéchine
CCM: Chromatographie sur couche mince
D.O : Densité optique
ERO : especes réactifs de 'oxygene
MET : extrait méthanolique
PAL : Alcaline phosphatase
Pb : Plomb
Pb/MET : Plomb/ extrait méthanolique
Q : Quercétine
RF : Rapport frontal
TGO : Aspartate aminotransferase
TGP : Aminotransférase
UV : Ultra violet
ng Eq AG/mg d’extrait: microgramme d’équivalent acide gallique par milligramme d’extrait
ng Eq CT/mg d’extrait : microgramme d’équivalent catéchine par milligramme d’extrait

ng Eq Q/mg d’extrait : microgramme d’équivalent quercétine par milligramme d’extrait
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Introduction générale

Les plantes médicinales ont toujours eu un role de grande importance sur la santé
(Carillon, 2000). A I’heure actuelle, les substances naturelles dans les plantes sont encore le
premier réservoir de nouveaux médicaments. En effet, les métabolites secondaires font et
restent 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme in vitro, notamment la recherche de

nouveaux constituants naturels tels que les composés phénoliques.

Les radicaux libres (RL) en général et les especes réactives de 1’oxygene (ROS) en
particulier sont impliqués dans plusieurs pathologies humaines : de I’inflammation, cancer, le
diabéte en conséquence de leur action directe en réagissant avec la plupart des

macromolécules.

Les métaux lourds sont parmi les facteurs qui provoque la formation des radicaux libres,
ils sont des polluants définis comme des substances chimiques responsables d’une pollutions
comme le plomb, cadmium et le mercure peuvent eux générer une grande variété d’effet
néfastes au niveau de la cellule, du tissu ou de ’organe (Divine et al., 1999).

Le plomb est un métal lourd le plus toxique, et quelques soit sa concentration dans
I’organisme, il peut causer une trés grande variété de perturbation psychophysiologiques.

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme source
énorme de multiples substances actives douées d’activités biologiques et qui ’arme
permettant de faire face au stress oxydant et ses dégats au niveau des organes de 1’étre vivant.

La présente ¢tude a porté sur la recherche de constituants chimiques et sur I’évaluation in
vitro et in vivo des activités antioxydantes d’extrait méthanolique et aqueux des écorces des
racines du Zizyphus lotus (Sedra) .Cette plante largement utilisée dans la médecine
traditionnelle comme adoucissant dans le traitement de la gorge et les irritations
bronchopulmonaires, un émollient dans le traitement des furoncles. D’ailleurs, elle possede
plusieurs activités thérapeutiques : anti-inflammatoire, analgésique, anti-ulcérogénique et
antimicrobiennes.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

Etude in vitro qui comporte :
v’ Analyse qualitative de I’extrait méthanolique et aqueux des écorces des racines du
Zizyphus lotus parles tests préliminaires et la CCM.
v Analyse quantitative du contenu en polyphénols, flavonoides et tanins de I’extrait

méthanolique et aqueux des écorces des racines du Zizyphus lotus.



v Etude de I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et aqueux, en utilisant la
méthode de phosphomolybdate d’ammonium.
Etude in vivo:

En explorant I’impact du plomb sur certains aspects pondéraux, biochimique chez les rattes
Wistar, et en évaluant les effets de Zizyphus lotus associé, afin d’établir si cette plante peut
protéger contre les effets cytotoxique du plomb.

Dans ce contexte, notre étude tend a mettre en évidence les effets protectifs de I'extrait
méthanolique du Zizyphus lotus sur une agression par le plomb en évaluant les aspects
suivants :

v Etude de la variation pondérale du poids.

v" Mesure de la concentration des quelques paramétres biochimique plasmatiques.
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Chapitre 1 Généralités sur le Zizyphus lotus

I.1. Description botanique

Le Zizyphus lotus appartient a la famille des Rhamnacées représente 135-170 espéeces
(Maraghni et al., 2010). Communément appelé en Afrique du Nord "Sedra” (Borgiet al.,
2007(a)). C’est un arbrisseau sous forme de buisson ne dépassant pas 2.5m a rameaux, tres

épineux gris blanc poussant en zigzag (Claudine, 2007).

Les feuilles sont courtement pétiolées, glabres, caduques alternées et ovales a marges enticres.
Les fleurs sont jaunes, pentamétres et groupées en inflorescence cymeuses. Les fruits sont des
drupes a noyaux soudés, I’endocarpe mucilagineux appelé "Nbeg” (Rsaissi et Bouchache, 2002).
Le fruit ovoide-olong, ayant la forme et la grosseur d’une belle olive d’abord vert puis jaune, il

devient rouge foncé quand il est mur, en octobre (Bayer et Butter, 2000).

Figure 01. Fruit de Zizyphus lotus L. Figure 02. Plante de Zizyphus lotus L
(Benammar, 2011).

Figure 03. Feuilles de Zizyphus lotus L Figure 04. Fleurs de Zizyphus lotus L
(Mila. Ain Tinne, 2016). (Mila. Zghaya, 2015).
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I.2. Nomenclatures du Zizyphus lotus

I.2.1. Nom scientifique

Zizyphus lotus Lam.

1.2.2. Synonymes
Jujube lam, Zizyphus orthacantha DC, Zizyphus sativus caert, Zizyphus vulgaris lam (Von
Maydell, 1990).

1.2.3. Noms régional
» Frangais : Jujubier sauvage ou Jujubier des Lotophages, Jujubier, Dindonnier.
» Italien: Giuggiolo selvatico.

» Arabe : Sedra. (Baba Aissa, 1999).

I.2.4. Classification botanique

Reégne : Vegétale.

Embranchement : Spermatophytes.

Sous embranchement : Angiospermes.

Sous classe : Dicotylédone.

Ordre : Celastrale.

Famille : Rhamnacées.

Genre : Zizyphus.

Espece : Zizyphus lotus L. (Quezel et Santa, 1962).

1.3. Répartition géographique
1.3.1. Dans le monde

Le genre Zizyphus renferme environ 50 especes des régions tropicales et subtropicales des
deux hémispheres. L une entre elles, Zizyphus lotus, est spontanée dans le sud d’Espagne et du
Portugal, en Sicile, en Greéce (Bross, 2000). On le rencontre aussi dans les steppes désertiques

d’Afrique du Nord et Asie Mineure (Paris et Dillemann, 1960).

1.3.2. En Algérie
Le Zizyphus lotus est répandu dans toute 1’ Algérie sauf le Tell Algéro-constantinois (Quezel

et Santa, 1962).
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Aire de Zizyphus lotus L.

Figure 05. Aire de répartition du Zizyphus lotus L en Algérie (Quezel et Santa, 1962).

I.4. Composition biochimique du Zizyphus lotus

Les études phytochimiques menées sur le Zizyphus lotus montrent la présence des métabolites

primaires et secondaires (Catoire et al., 1994).

1.4.1. Métabolites primaires

Tableau 01. Pourcentage des compositions primaires des Zizyphus lotus (Chouaibi, 2011).

Protéine 19.11%.
Carbohydrate 40,87%
Lipides 32.92%

1.4.2. Métabolites secondaires

Le Zizyphus lotus est connu par son contenu en molécules biologiquement actives tels
que les polyphénols (flavonoides, tanins), les triterpénes, les anthraquinones, les alcaloides
(cyclopeptides et isoquinolides), les saponosides (Catoire et al., 1994; Borgi et Chouchane,
2006).
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Tableau 02. Composition chimiques de différents organes végétaux du Zizyphus lotus.

Organe végétal Composition chimique Références

Ecorce des racines | *flavonoides, saponines de type | (Borgiet al., 2007(a))
damarane.
*tanins.

*alcaloide cyclopeptidiques lotusines | (Borgi et al., 2007(b);

A-G Le crouéour, 2002)
Fruits *flavonoides, tannins et Saponines. (Borgi et al., 2007 (b))
Feuilles *flavonoides, tanins, alcaloides. (Borgi et al., 2007 (b))
*saponines de type dammarane. (Maciuk et al., 2004)
*jujuboside B.

*jujubogenin glycoside.

*dérivé sulfaté de jujubasaponine I'V.

I.5. Activités biologiques et thérapeutiques de Zizyphus lotus L

Le Zizyphus lotus est largement utilisé dans le traitement de certaines maladies comme : les
maladies inflammatoires, les troubles digestives, la faiblesse, les affections du foie, ’obésité, les
troubles urinaires, le diabéte, les infections cutanées, la fievre, la diarrhée et ’insomnie (Abu-
Zarga et al., 1995; Abdel-Zaher et al., 2005; Suksamrarn et al., 2005). Actuellement les
recherches s’intéressent a différent activités pharmacologiques de Zizyphus lotus pour

développer et améliorer la médecine moderne, les plus importants effets sont :

L.5.1. Activités anti-inflammatoires et analgésiques

Les flavonoides et les saponines de I’écorce des racines du Zizyphus lotus ont montré une
Activité anti-inflammatoire significative (Borgi et Chouchane, 2006).

Le Zizyphus lotus inhibe la production de monoxyde d’azote (NO), cette activité apparait
potentiellement avec I’extrait méthanolique de 1’écorce des racines qui est la source possiblede
I’agent anti-inflammatoire dans la réaction de I’hypersensibilité retardée induite paroxazolone

(Borgi et al., 2008).
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L.5.2. Activités antiulcérogénes
Le Zizyphus lotus (les feuilles, ’écorce des racines) posséde une importante activité anti-
ulcérogénique attribuée a la présence des tanins et des flavonoides connus par leur effet

gastroprotecteur donc il donnent une activité anti-ulcérogeéne (Borgi et al., 2008).

1.5.3. Activités antimicrobiennes

Des études faites par (Ghédira et al., 1995) ont montré qu’un alcaloide de cette espéce
présente une activité antibactérienne significative.

D’autre études faites sur 1’activité antimicrobienne des extraits du Zizyphus lotus ont trouvé
que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mai aussi contre les champignons,

les levures et les virus (Jiirgen et al., 2009).
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I1.1. Définition des polyphéno

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois)
selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés.

Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent 1’'un des groupes les
plus importants présents dans le régne végétal.

Comme définition, 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 (Dangles et al.,
1992 ; Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres
constituants (Bamforth, 2000). Ils peuvent aller de molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés hautement polymérisés, de plus de 30000 Dalton, comme les

tanins (Hagerman et al., 1998 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

I1.2. Classification des structure des phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes (Harborne,
1989; Mancheix et al., 2006) (tableau03) qui se différencient d’abord par la complexité du
squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques)
(Mancheix et al., 2006). Ces especes sont des monomeres, des polyméres ou des complexes

dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 (Harborne, 1989; Crozier et al., 2006).
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Tableau 03. Les principales classes des composés phénoliques (Harborne, 1989; Macheix et

al., 2006; Crozier et al., 20006).

Squelette carbonée Classes

Cs Phénols simples

Cs-Ci Acides hydroxybenzoiques

Cs.C3 Aacides hydroxycinnamiques
Coumarines

CeCs Naphtoquinones

C6.C2-Cs Stilbénes

Cs-C3-Co Flavonoides

e Flavonols
e Anthocyanes
e Flavanols

e Flavanones

Isoflavonoides
(Cs-C2)2 Lignanes
(Cs-C3)n Lignines
(Cis) Tannins

I1.3. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une large gamme de composés naturels, appartenant a la
famille des polyphénols, considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont
plusieurs sont responsables de la couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Pietta,

2000; Ghedira, 2005).

I1.3.1. Structure chimique et classification
Les flavonoides ont un squelette de base commun constitué¢ de 15 atomes de carbone
assemblés en trois cycles nommés A, C et B. Selon la structure du cycle intermédiaire (cycle

(), les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules.
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Figure 06. Squelette de base et classification des flavonoides (Fiorucci, 2006).

I1.3.2. L’activités biologique des flavonoides

I1.3.2.1. Activité anti-oxydante

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités
sont attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. Les
flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives oxygeénées
(Fuhrman et al., 1995).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par I’inhibition et
la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes
oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la production de

ROS (Halliwell, 1994; Cotelle, 2001).
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R

Fhv-OH Flav-0 quinone

Figure 07. Piégeage des espéces réactives oxygénées par les flavonoides (Pietta, 2000).

Les flavonoides les plus actifs sont ceux qui combinent les trois crateres suivants :
v Une double liaison C2-C3 et une fonction 4-0xo
v' La structure ortho-diphénolique du cycle B des flavonoides.
v Le groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif (Marfak, 2003 ; Balasundram,
20006).

Figure 08. Eléments essentiels pour l'activité anti-oxydante des flavonoides

(Marfak, 2003).

11.3.2.2. Activité antimicrobienne

Les propriétés antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents micro-organismes
pathogeénes ont été mises en évidence. Les extraits des plantes et beaucoup d'autres
préparations phytochimiques riches en flavonoides ont été rapportés posséder une activité
antimicrobienne. Beaucoup de groupes de recherche ont franchi une étape plus loin, ils ont
isolé et identifié la structure des flavonoides qui possédent l'activité antimicrobienne ou ont
mesuré l'activité des flavonoides disponibles dans le commerce.

Des travaux ont mis en évidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Récemment, des chercheurs

ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec
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une glycoprotéine de surface du virus HIV, empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule
hoéte (Mahmood et al., 1993).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans doute trés complexe.
Parmi les hypothéses avancées, on va citer :

- Inhibition de la synthése d'acide nucléique.

- Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique.

- Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne.

- Inhibition du métabolisme énergétique microbien (Milane, 2004).

I1.3.2.3. Activité anti-inflammatoires

Les flavonoides ont un effet palliatif sur I’inflammation du a I’inhibition de la libération de
I’histamine et la syntheése des leucotriénes ou ils agissent comme des piégeurs de superoxyde
(Formica et Regelson, 1995).

Des études montrent que certains flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de
I’acide arachidonique, qui conduit a la formation des prostaglandines et des leucotrienes

médiateurs de I’inflammation et des manifestations allergiques (Landolfi, 1984).

I1.3.2.4. Autres effets biologiques

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire, mais
leur action est complexe et demeure encore mal élucidée. A doses élevées, les flavones et
flavonols sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T, mais, a
concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets
immunodéprimés.

Les flavonoides peuvent prévenir le diabéte ou au mois le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Une ¢étude récente montrée que la myricétine posséde un effet
hypoglycémiant chez des animaux diabétiques (Ong et Khoo, 2000).

Les flavonoides ont été également étudi€es pour leurs propriétés anti-tumorales (Birt et al.,
2001).

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogenes. La naringine et la quercétine exercent également une activité¢ anti-ulcérogene

mise en évidence chez le rat dont 'ulcére gastrique a été induit par I’éthanol (Cotelle, 2001).

10
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I1.4. Les tanins

Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la source de tanins utilisée pour le tannage des
peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par
des liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes (Dangles et al., 1992).

Les tanins végétaux sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau et ayant des poids

moléculaires compris entre 500 et 3000 Dalton (Bruneton, 1999).

I1.4.1. Classification des tanins
On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux grands groupes de tanins

différents par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton,

1999).

I1.4.1.1. Les tanins hydrolysables
Ce sont des esters du glucose (ou de molécules apparentées) et d’acides phénols qui sont :
- Soit I’acide gallique, on parle alors de tanins galliques.
- Soit I’acide ellagique, qui est un dimere de I’acide gallique, on parle alors de tanins
ellagiques.
Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d’acide

gallique ou plusieurs molécules d’acide ellagique (Ghestem et al., 2001).

'ic} o i? - i —OH

OH HD 1 OH

Hd HO OH bH

Figure 09. Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 1999).

11
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11.4.1.2. Les tanins condensés

Ce sont des oligoméres ou des polymeéres de flavane-3 ol dérivés de la catéchine ou de ses
nombreux isomeres (Harborne, 1989; Awika et Rooney, 2004). Ils ont la propriété de

coaguler les protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux (Guignard,
1996).

1 | o OH
H _,_,--"'F:::._\_'_,.
HO, L. O, i |
J o R ._\_IJ.-"J e '___I'—|
'\-C'\-\.A = o A n
| o g H'l::_ll --_'_H_-:-%- i fJH
oH (o
I‘-IU '\-.._H__i.-";::_I___.Q-\.__\___‘__.-""'-\.__\__:_.:;_'-'- - :::IH
"'\-._\_Tﬁ:: e H
oH

Figure 10. Structure des tanins condensés (bruneton, 1999).

I1.4.2. Activités biologiques des tanins
I1.4.2.1. Activité antioxydante des tanins

Les tanins ont la particularit¢ d’inhiber la peroxydation des lipides en agissant comme
donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto
oxydation (Perret, 2001). Les tanins hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus
efficaces que les phénols simples (Peronny, 2005).

Plusieurs propriétés structurales des tanins augmentent leur activité antioxydante:

- La galloylation, préférablement en position 3" augmente la capacité du piégeage pour 1’02’
et OH".

- Le piégeage de O2- est plus important pour les diméres procyanidines couplés par une

liaison (4—38) que les dimeres liés par une liaison (4—6) (De Bruyne et al., 1999).
I1.4.2.2. Inhibition enzymatique

La fixation des tanins avec les protéines peut engendrer ’inhibition de plusieurs enzymes

comme : I’inhibition de la protéines kinase C par les tanins éllagiques et les tanins complexes,

12



Chapitre 11 Les Composés Phénoliques

les dimeéres procyanidoliques ont une activité inhibitrice sur I’histidine decarboxylase et
I’¢lastase (Bruneton, 1999) ; inhibition de I’a—amylase salivaire humaine (Kandra et al.,

2004).

I1.4.2.3. Activité thérapeutique due a I’astringence

Par voie interne, ils exercent un effet anti diarrhéique (Bruneton, 1999), qui est du a
I’inhibition de la motilité intestinale (De Bruyne et al., 1999).

Par voie externe, les tanins imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des
mugqueuses, protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; ils ont également un effet

vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. (Bruneton, 1999).

I1.4.2.4. Activités antimicrobiennes des tanins

Les tanins ont été rapportées comme bactériostatique ou bactéricide sur plusieurs souches
bactériennes. L’acide tannique a inhibé la croissance des bactéries des aliments et des
bactéries intestinales humaines.

L’activité antivirale des tanins est due a la fixation des molécules des tanins a I’enveloppe
protéique du virus ou la membrane de la cellule hote et par conséquent I’inhibition de

I’adsorption et la pénétration virale (Chung et Wei, 2001).

13
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III.1. Stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées

activées (EOA) et les défenses antioxydants de I’organisme (Haleng et al., 2007).

Svstemes antioxydants

Enzvmatigues Non enzvmatigues
Sources d’EOR
k Superoxyvde Glutathion
Endogenes Exogenes dismmtase, Vitamnes C_ A E
Catalase. Ubiguunone.
NADPH oxydase. Toxiques Glutathion Lipoate,
Chaine respiratomme EOTITCONRMEAIANN, peroxydase Pyruvate,
mutochondnale, Ihdia:m!h i.w“m Polyphénols
Peroxysomes, et T{‘n . Champs 1 FEEED
Crtochrome Pysy, électnques,
Kanthine oxyvdase, Xeénobrotugues pro-
Cyclo-oxygenases, oxvdants, Cytokines =
Lipo-oxygénases. | pro-mflammatoires

=

Figure 11. Déséquilibre entre les antioxydants et les radicaux libre (Shimizu, 2004).

II1.2. Les espéces réactives oxygénées

Parmi les especes réactives oxygénées les plus intéressantes se trouvent les especes
réactives radicalaire qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéene, par
addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygéne radicalaire sont: le
radical superoxyde (O2 ), le radical hydroxyle ("OH), le monoxyde d’azote (NO"), et aussi
certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le
peroxyde d’hydrogeéne (H20:2) et le peroxynitrite (ONOQO") (Gutteridge, 1993; Jacques et
André, 2004).

Tableau 04. Espéces réactives de I’oxygéne(Kohen et Nyska, 2002).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Anion superoxyde Oz Peroxyde d’hydrogene H,0:
Radical hydroxyle OHe Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROQOe Acide hypochlorique HOCI
Radical alkoxyle RO Oxygeéne singulet 10,
Monoxyde d’azote NOe Peroxynitrite ONOO

14
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II1.3. Le radical libre (RL)

Un radical libre peut étre une molécule ou un atome neutre ou chargé, ayant un ou
plusieurs électrons non appariés (célibataire), ce qui le rend extrémement réactif. Exemple :
I’anion superoxyde O2 “, d’ou le symbole - indique la présence d’un électron célibataire, le

signe - une charge ¢électronique négative (Dacosta, 2003; Vansant, 2004).
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Monoxyde d'azofe Amion superoxyde
OMNOO = | OH"™
perox ynerite Radical hywdroxyle
/ . '//
MNitration des Activation Oy daniomn Feroxy datiom Oxydation de
protéimnes des cascades des protéines lipidigue 1I' AN

de Kinases

Figure 12. Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives

de 'oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).

I11.4. Les antioxydant

Un antioxydant est défini comme étant toute molécule, a concentration relativement faible,
capable d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et peut retarder, inhiber ou
empécher I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003; Berger, 2006), ce sont des

composés qui réagissent avec les EOR et les rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

I11.4.1. Antioxydants enzymatiques
Plusieurs enzymes sont impliquées dans la défense antioxydante. Les trois enzymes

antioxydantes majeures sont les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions peroxydases

(GPx) et la catalase (CAT).
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Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de
superoxyde et de peroxyde d’hydrogene conduisant a la formation d’eau et d’oxygene

moleculaire .

superoxyde dismutase

20, "+ 2H" » H>0,; +0;

Catalase

2H>0; »2H20 +0>

Glutathion perooxydase
H;0; +2GSH »2H,0 +GSSG
(Lehucher-Michel et al., 2001).

» La catalase
Est une protéine formée de quatre chaines polypeptidiques, comportant chacune une
groupe héme, qui constituent les sites actifs de la CAT. Elle catalyse la transformation du
peroxyde d’hydrogene en eau et oxygene moléculaire pour prévenir la formation de radicaux

hydroxyles (Delattre et al., 2005).

L OrL

f Catalase
—_— >

GSH réductase

Figure 13. Schéma des défenses antioxydants enzymatiques (Blandine, 2006).

I11.4.2. Antioxydants non enzymatiques

On trouve dans cette catégorie : les caroténoides et ’'ubiquinol, la vitamine E, la vitamine C,
le glutathion (GSH), I’acide urique, la bilirubine et I’acide alphalipoique (Delattre et al.,
2005).

16



Chapitre 111 Stress Oxydant

111.4.2.1. La vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un réle de prévention
de I'oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le
plus important antioxydant (Koolman et R6hm, 2004). Son action est directe et indirecte, elle
agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, oxygéne singulet, radicaux lipidiques)

et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du GSH (Duarte et al.,

2007).

111.4.2.2. Le glutathion (GSH)

Est un tripeptide formé par la condensation d’acide glutamique, de cystéine et de glycine.
C’est le thiol intracellulaire ubiquiste le plus abondant. Sous I’action de la GPx, il
désintoxique les ERO (H202, peroxynitrites, peroxydes lipidiques) en formant du GSSG
(glutathion oxydé) composé de deux molécules de GSH (Douris et al., 2009). 11 est détoxifiant
au niveau hépatique et peut se lier aux métaux toxiques (Meister, 1991 ; Clarkson et
Thompson, 2000 ; Lyn Patrick, 2006).

le glutathion est utilis¢é comme marqueur du systéme antioxydant et du stress oxydant,

analysé par spectrophotométrie (De Moffarts et al., 2007).

111.4.2.3. Polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant
entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes
que I’on retrouve dans les plantes. Ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils

sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices

(Delattre et al., 2005).

IIL.5. Les conséquences du stress oxydatif
Les radicaux libres sont responsables de dommages sur toutes les molécules
biologiques comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de
carbone (Favier, 2003).
En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer,

cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
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pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, I’athérosclérose, le diabéte (Georgetti et al., 2003; Atawodi, 2005).

|
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Figure 14. Cibles biologiques et endommagements oxydatifs induits par les EOR

(Kohen et Nyska, 2002).
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Chapitre IV L’acétate de Plomb

IV. Le plomb
IV.1. Propriétés physico-chimiques du plomb
IV.1.1. Propriétés physiques

Le plomb est un métal lourd de couleur gris bleuatre, solide dans les conditions habituelles
de température et de pression. Il est malléable, déformable, souple, Sa densité est de 11.35, il

fond entre 325 et 335 °C et sa température d’¢ébullition est 1740 °C (Rekhila, 2003).
IV.1.2. Propriétés chimiques

Le symbole du plomb est Pb, son numéro atomique est de 82 et sa masse est de 207. Il
présenté une grande affinité pour le soufre et les divers composés soufiés. 11 se fixe ainsi sur
certains enzymes, qui possedent le groupement SH ou il inhibe leur activité enzymatique

(Rekhila, 2003).
IV.2. Les composés toxiques du plomb

Le tableau suivant représente les deux groupes des composés toxiques du plomb.

Tableau 05. Les composés inorganiques et organiques du plomb (Roy, 1977).

Les composés de plomb | Les noms des composés Les formules chimiques

La litharge (monoxyde de plomb) PbO

Le bioxyde de plomb (oxyde pure) PbO,

Le minium (sesquioxyde de plomb) | Pb3O4

Inorganique Le sulfure de plomb (galene) PbS
Le séléniure de plomb PbSe
Le sulfate de plomb PbSO4
Acétates de plomb Pb(CH3COO),
Pb(CH3COO0)2,3H.0
Organique Le plomb tétraéthyle Pb(C2Hs)4

Le plomb tétraméthyle Pb(CH3)4
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IV.3. Les principales sources d’exposition au plomb

IvV.3.1.

>

Iv.3.2.

Les sources d’exposition professionnelle

Traitement du minerai: les minerais mixtes de plomb fournissent environ 80% de
totalité¢ des ressources de plomb (OMS, 1978).

La fusion et le raffinage du plomb: sont obtenus a partir de concentrés (plomb
primaire) soit récupérés a partir des déchets (plomb secondaire), la principale source
¢tant les accumulateurs ¢€lectrique 70%- 80% de la totalité des déchets (OMS, 1978).
La fabrication d’accumulateurs électriques: fournissent environ 50% de totalité des
ressources de plomb (OMS, 1978).

La préparation, I’application ou le grattage de peinture comportant des sels de
plomb: le minuim, 1’acétate de plomb était utilis¢é comme pigment dans des peintures
(Timmins, 1972).

La fabrication de céramiques: les vernis servant a leur décoration contiennent des

sels de plomb (Catenacci et al., 1976).
Les sources d’exposition non professionnelle

L’eau potable : L’eau du robinet peut contenir du plomb. Cela peut étre le cas des
maisons ou la tuyauterie comprend des soudures au plomb (Hagenoer et Furon, 1982).
Les aliments : on trouve des traces de plomb dans presque tous les aliments. Le
plomb dans I’air retourne dans le sol et est absorbé par les cultures. Il provient des
procédés de stockage et de fabrication et des boissons alcoolisées (OMS, 1978).

L’air : certaines industries métallurgiques, augmente la concentration du plomb dans

l'air ambiant (Stren et al., 1989).

IV 4. Toxicocinétique

IV4.1.

L’absorption de plomb

Le plomb inorganique est essentiellement absorbé par 1’appareil respiratoire et le tube

digestif. Les études utilisant des isotopes (203Pb ou 204Pb) ont montré qu’environ 10 % du

plomb ingéré sont absorbés, essentiellement dans I’intestin gréle, une partie du plomb absorbé

pouvant subir un cycle entérohépatique (Ha¢ et Krechniak, 1996). Toutefois chez 1’enfant,

I’absorption du plomb pourrait atteindre 50 % (Taylor, 1986). L’absorption de plomb est en

fait variable avec 1’alimentation. Elle est augmentée au cours du jeline, des régimes pauvres
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en protéines ou riches en graisses (Winship, 1989). A I’inverse, des régimes enrichis en
calcium et en phosphate diminuent son absorption (Quaterman et Morrison, 1978).
L’absorption par voie pulmonaire dépend de la taille des particules (Taylor, 1986; Garnier
et Poupon, 2004). Le pourcentage de plomb ainsi absorbé dépend de leur solubilité, et de la
fréquence respiratoire (Rendall et al., 1975). Globalement, on estime qu’environ un tiers du
plomb est absorbé par inhalation, I’absorption pouvant atteindre 70 % sous I’effet de la

température. Le plomb inorganique ne franchit pas la barriére cutanée saine (Taylor, 1986).

IV.4.2. La distribution de plomb
La distribution est schématiquement tricompartimentale :

Le premier compartiment, comprenant le pool sanguin et des tissus directement en
équilibre avec celui-ci, possede une demi-vie de 35 jours.

Le second compartiment est formé des tissus mous et possede lui aussi une demi-vie mais
un peu plus longue (40 jours).

Troisiéme compartiment, il correspond au plomb li¢ a I’os et se distingue par une demi-vie
tres longue (10 a 20 ans) (Kaminsky et al., 1993).
La fixation du plomb dans le tissu osseux dépend de I’environnement hormonal et
nutritionnel. Au total, 95 % du stock de plomb est contenu dans les os. Cette concentration
augmente progressivement avec 1’age (Barry, 1975). Dans le sang, le plomb est fixé pour
95 % aux globules rouges, probablement du fait de son affinité pour les groupements thiols
membranaires. Comme sa demi-vie est courte, le plomb sanguin refléte la quantité¢ de plomb

absorbée, et quand il y a excés il s’accumule et devient toxique (Lauwerys et al., 1978).

IV.4.3. L’élimination de plomb

La voie d’excrétion principale est le rein. La concentration urinaire est proportionnelle au
plomb plasmatique, de sorte que la quantité de plomb filtrée reste faible puisque 1I’énorme
majorité du plomb sanguin est fixée aux hématies (Bismuth, 2000). La quantité de plomb
contenue dans les féces refléte plus le plomb non absorbé par I’intestin que le plomb excrété

par voie biliaire (Rabinowitz, 1978).
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IV.5. L’intoxication du plomb
IV.5.1. L’intoxication aigué

L'intoxication aigué par le plomb est rare. Elle est en effet secondaire a une ingestion
massive ou l'administration parentérale d'un dérivé inorganique et s’accompagne
généralement des troubles digestifs (nausées, vomissements, diarrhée) les troubles
neurologiques. Elle ne doit pas étre confondue avec les manifestations aigués de l'intoxication

chronique (Garnier, 2005; Viala et Botta, 2005).

IV.5.2. L’intoxication chronique

C’est I’exposition répétée au plomb qui associe diversement les troubles cliniques et
biologiques suivant: les syndromes abdominal, [’encéphalopathie, les neuropathies
périphériques, les atteintes rénales, les hypertensions artérielle, les effets hématologiques, le

cancer (Garnier, 2005; Viala et Botta, 2005).
IV.6. Le mécanisme d’action de plomb

Le plomb inactive divers systémes enzymatiques par fixation sur les groupes SH ou par
déplacement d'autres métaux, d'ou la diversité de ses effets. A dose d'exposition faible mais
prolongée, ils portent essentiellement sur I'érythropoi¢se (anémie) et I'hémoglobinogénese
(inhibition de la synthése de I'héme), le systéeme nerveux (déficits neuropsychiques) et la

pression sanguine (hypertension).

Au plan hématologique, le plomb agit au niveau de trois systémes enzymatiques de la
biosynthése de I'héme (ALA synthétase, ALA déhydrase et ferrochélatase), entrainant en
particulier une accumulation d'ALA (acide delta-amino levulinique) dans le sang et l'urine et

une augmentation des protoporphyrines érythrocytaires (Danel, 1997).
IV.7. Les effets toxiques de plomb

Le plomb exerce ses effets toxiques dans la cellule selon plusieurs mécanismes: interaction
avec de nombreuses protéines par l'intermédiaire de leurs groupements thiols et inhibition de

I'initiation de la synthése protéique au niveau des ribosomes.
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IV.7.1. L’effet de plomb

sur la synthése de I’héme

L’acetate de Plomb

L'héme est synthétisé a partir de succinyl-CoA et de glycine au terme de huit réactions

enzymatiques.

Les précurseurs des porphyrines, d-aminolévulinate (ALA) et porphobilinogene (PBG)

sont d'abord formés, puis les porphyrinogénes et porphyrines et, enfin, 1'héme par

incorporation de fer (Fe?") dans la protoporphyrine IX (Bergdabl et al., 1997b).
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5
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— —— .
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g Etapes inhibées
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par le plomb
Figure 15. L’action du plomb sur la biosyntheése de ’héme (Bonsignore et al., 1970).

IV.7.1.1. Acide delta-amino-lévulinique déshydratase (ALAD) érythrocytaire :
L'ALAD catalyse la condensation de deux molécules d'acide delta-aminolévulinique pour

former une molécule de porphobilinogene (PBG). Elle est tres sensible aux métaux (Pb, Cd,

Hg) (Bonsignore et al., 1965; Niosh, 1980; Luo et al., 1996).

L'inhibition de ' ALAD entraine une accumulation d'ALA dans le plasma et une excrétion

urinaire augmentée de ce composé (Chisolm et al., 1985).
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IV.7.1.2. La ferrochélatase

Cette enzyme est capable de former différentes métalloporphyrines en utilisant comme
substrat Fe** (héme), Co*" (Co-protoporphyrine IX) et Zn** (Zn- protoporphyrine IX).

L'inhibition de I’enzyme par Pb 2+ et la non disponibilité de Fe 2+ aboutit a 1'accumulation
de zinc-protoporphyrine IX (ZPP), caractéristique de l'intoxication chronique (Jover et al.,
1996).

L’administration d'ALA déclenche un stress oxydatif au niveau du foie, du cerveau et des
muscles, qui s'accompagne d'une augmentation de la capacité antioxydant du plasma (Demasi
et al., 1997). Cette activité pro-oxydante d'ALA a été¢ mise en évidence au niveau des lipides,

des protéines, de ' ADN et des mitochondries (Hermes-Lima, 1995).

1V.7.2. L’effet de plomb sur le foie

La cytolyse hépatique est un signe d’intoxication aigu€ par le plomb. Elle ne s’observe
qu’apres des contaminations massives. Le plomb inhibe la synthése des hémoprotéines, et en
particulier celle cytochrome P450, ce qui peut étre a I’origine d’interactions médicamenteuses

et d’effets toxiques d’autres substances (Lauwerys et hoet, 2001).

1V.7.3. L’effet de plomb sur les reins

Une tubulopathie proximale qui s’observe en cas de contamination importante,
correspondant a une plombémie dépassant généralement 700 pg/L. Elle se traduit par une
fuite protéines de faibles poids moléculaires.

Une atteinte rénale tardive qui s’observe aprés 10 a 30 ans d’exposition, a des niveaux
d’imprégnation correspondant a une plombémie supérieure a 600 pg/L. C’est une insuffisance
rénale modérée due a des Iésions glomérulaires et tubulo-interstitielles sans caractére

spécifique, elle est définitive (Cramer, 1974).
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Chapitre 1 Mateériel et méthodes

I.1. Matériel

I.1.1. Matériel végétale

Il est constitué des écorces des racines du Zizyphus lotus (Figurel6), récoltés des régions
de Mila (Ain Tinne) en Février 2016. Les écorces des racines ont été séchées a ’ombre a

I’abri de la lumicre, a température ambiante.

Figure 16. Les racines des Zizyphus lotus

Apres séchage, les écorces des racines ont été broyées pour obtenir une poudre fine, qui a

servi pour la préparation des différents extraits.

1.2. Méthodes

I.2.1. Préparation des extraits MET et AQ a partir des écorces des racines du Zizyphus
lotus

Solon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifi¢, deux types d’extraits
ont été préparés a partir des écorces pulvérises.

» Extrait méthanolique

Une prise d'essais de 50 g de poudre des écorces des racines a été¢ mise a macérer dans 500

ml de méthanol absolu sous agitation magnétique pendant 24 heures.

Apres filtration, D’extrait a été évaporé a sec sous pression réduite a 45°C au Rotavapor

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).
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Ecorce des

racines

*Extraction a froid par

Meéthanol (24h).

*Filtration

Résidu

i Filtrat

(Rotavapor) Concentration a T=45°C

Extrait

 méthanolique

Figure 17. Différentes étapes de préparation de I’extrait Méthanolique.
» Extrait aqueux

Une macération aqueuse a également ¢ét¢ effectuée sur 50 g de poudre des écorse des

racine du Zizyphus lotus avec 500 ml d’eau distillée et placés sous agitation pendant 24 h.

Apres filtration, DPextrait a ¢été lyophilis¢é par le lyophylisateur (Bougandoura et

Bendimerad, 2012).
e Le Lyophilisateur

La lyophilisation permet par un processus de sublimation d’extraire 1’eau d’un produit
préalablement congelé. Le procédé a lieu sous vide avec une température du produit inférieure
a -10°C (Delphine, 2008).

Figure 18. Le Lyophilisateur (Université mentourie Constantinel(2016))
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Ecorce des
racines

*Extraction a froid par
d’eau distillée (24h).

*Filtration

Résidu végeétal i
. < > Filtrat

(Lyophilisation pendant 24 h) @

Extrait aqueux
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Figure 19. Différentes étapes de préparation de I’extrait Aqueux.
1.2.2. Analyse des extraits MET et AQ des écorces des racines du Zizyphus lotus
1.2.2.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQ
1.2.2.1.1. Tests préliminaires
1.2.2.1.1.1. Test des composés phénoliques

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'éthanol et 5 gouttes de FeCls y ont été ajoutées.
Le développement de la coloration verdatre a indiqué la présence des phénols. La présence

des composés phénoliques a été marquée par l'apparition de la coloration bleue-verdatre

(Rosine et Momo ,2009).

1.2.2.1.1.2. Caractérisation des Flavonoides

A 3ml de Pextrait (2mg/ml), on ajoute Sml d’HCI (acide chlorhydrique), puis quelques
morceaux du magnésium. En présence de flavonoides, une couleur orange est apparue (Ciulel,
1982).

1.2.2.1.1.3. Caractérisation des Tanins

L’ajout de trichlorure du fer (FeCl3)1%, permet de détecter la présence ou non des tanins.
La couleur vire au bleu noir en présence des tanins galliques, et au bleu verdatre en présence

des tanins catéchiques (tanins condensés) (Dohou et al., 2003).

27



Chapitre 1 Mateériel et méthodes

1.2.2.1.1.4.Différentiation des tanins

Pour identifier le type des tanins (tanins condensés, tanins hydrolysables), on procéde la
méthode suivante :

e Précipitation par le réactif de Stiasny

A 15 ml de I’extrait, on ajoute 8ml de réactif de Stiasny (formaldéhyde a 30% ; 2 volumes
+ HCI concentré ; 1 volume), on chauffe le mélange au bain-marie a ébullition pendant
30min.

On note la présence de précipités, donc la présence des tanins condensés. On filtre, puis au
filtrat on ajoute ’acétate de sodium jusqu’a saturation. Ensuite on met quelques gouttes de
FeCl; a 2%. On obtient une coloration bleu-noire, donc la présence des tanins hydrolysables

(Mamadou, 2002).

1.2.2.1.2. Chromatographie sur couche mince

Pour une caractérisation de I’extrait (MET et AQ) du Zizyphus lotus, on utilise la
chromatographie sur couche mince, cette technique de séparation basée sur I'utilisation d’une
phase mobile (solvant) le long d’une phase stationnaire (gel de silice), dont la séparation
dépend des phénomenes d’adsorption et de partage.

L’analyse de I’extrait du Zizyphus lotus a été réalisée sur des plaques de gel de silice avec
indicateur de fluorescent (20x20cm, 60 F254), selon la méthode de Diallo et al (2004) avec
quelques modifications. Chaque extrait est dissous dans son solvant d’origine.

L’analyse de I’extrait polaires MET et AQ est effectuée par un systéme de séparation
BAW (butanol/acide acétique/eau) avec des proportions (60/15/35).

5 ul d’extrait (10mg/ml) et des standards quercétine, catéchine, naringénine, acide gallique
et la rutine (2mg/ml) sont déposés et la plaque est ensuite introduite dans la chambre de
migration préalablement saturée par la vapeur de la phase mobile. Aprés migration, les
plaques sont séchées, puis visualisées par les systémes de révélation :

- Révélation physique sous UV a 254nm.
- Révélation chimique par une solution de I’acide sulfurique50ml/eau 50ml.
Les rapports frontaux (RF) des spots issus de la séparation sont calculés (le rapport frontal

est le rapport entre la distance parcourue par la tache et celle du solvant).
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_ Distance parcourue par le constituant (centre de la tache)
Distance parcourue par l'eluant

Rf

1.2.2.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQ
1.2.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extrait d’écorces des racines est effectué¢ selon
la méthode de Folin ciocalteu (Wong et al., 2006). Le réactif précédent est constitu¢ par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12049) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo012040), il réduit lors de Ioxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne (Boizot et Charpentier, 2006).

Brievement, 200ul de I’extrait (4mg/ml) est ajouté al ml du réactif de Folin Ciocalteu
(dilué 10 fois par I’eau distillée).

Apres 4 min, 800ul de NaxCo 3 (75g/1) sont ajoutés, apres agitation, I’ensemble est incubés
a I’ombre pendant 2 heures. L’absorbance est lue a 765mm par un spectrophotométre.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-200 pg /ml). Les résultats sont
exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de I’extrait (ug

Eq AG/mg d’extrait).

1.2.2.2.2. Dosage des Flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier
les flavonoides dans les deux extraits (MET et AQ). 1ml I’échantillon et du standard (préparé
dans le méthanol pour l'extrait MET et dans le I'eau distille pour l'extrait AQ) est ajouté a Iml
de la solution d’AlCI; (2% dans le méthanol).

Aprés 10 min, les concentrations des flavonoides sont déduites a partir de la gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-35 pg/ml) et sont exprimées en microgramme

d’équivalent de quercétine par miligramme d’extrait (ung EQ/mg d’extrait).

1.2.2.2.3. Dosage des tanins condensés
Le dosage des tanins condensés dans l'extrait du Zizyphus lotus est effectué¢ selon la
méthode de Broadhurst et Jones (1978), modifiée par Heimler et al (2006). Le principe de ce

dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du
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cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500nm

(Schofield et al., 2001).

Vanilline Couleur rouge

Figure 20. La réaction entre la vanilline est les tanins condensés (Schofield et al., 2001)

Pour 400pl de I’échantillon ou standard, on ajoute 3ml d’une solution de vanilline (4% dans
le méthanol), et 1,5 ml d’acide hydrochlorique concentré. Le mélange est incubé durant 15
min et I’absorbance est lue a 500nm.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir des gammes d’étalonnage
¢tablies avec la catéchine (0-300ug/ml), et sont exprimées en microgramme d’équivalent

catéchine par milligramme d’extrait (ug ECT/mg).

1.2.2.3. Activités biologiques
1.2.2.3.1. Activité antioxydante par la méthode de phosphomolybdate d’ammonium

Le test du pouvoir réducteur du molybdate phosphate est un essai direct qu'on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques.il repose sur la
réduction des molybdates en molybdéne en présence des extraits en donnant une coloration

bleu détectable par le visible a une longueur d'onde de 765nm (Prieto et al., 1999).

L'activité anti-oxydante des extraits est évaluée par le phosphomolybdate. Une aliquote de
0,1 ml de chaque dilution (0,625; 1,25; 2,5; 5mg/ml) d’extrait (dissous dans un solvant

respectif) ont été combinés dans un flacon avec 1 ml de solution de réactif (acide sulfurique
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0,6 M, phosphate de sodium 28 mM et 4 mM de molybdate d'ammonium). Le flacon a été
bouché et mis en incubation dans un bain d'eau a 95 ° C pendant 90 min. Apres l'incubation,
les échantillons ont été refroidis a la température ambiante, et 1'absorbance du mélange a été
mesurée a 765 nm contre un blanc (Prieto et al., 2005). Afin d’estimer 1’activité antioxydante
par miligramme équivalent acide ascorbique (mg Eq AA) une courbe d’étalonnage a été

réalisée par 1’acide ascorbique (0.125-0.75mg/ml).

1.3. Matériel biologique et condition d'élevage
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Il utilise 16 rattes blanches de la souche Wistar, provenant de l'institut pasteur d'Alger.
Ages de 8-9 semaines, d'un poids vif moyen de (180 g). Ce sont des mammiféres de l'ordre
des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de recherche. Ces rats ont été¢ soumis a
une période d’adaptation d’un mois environ, aux conditions de 1’animalerie; a une
température de 25 + 2°C et une photopériode naturelle.

Les rats sont élevés dans des cages en plastique qui sont tapissées d’une litiere constituée
de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les jours jusqu’a la
fin de I’expérimentation. Ils ont été nourris avec un concentré énergétiquement équilibré, dont
la composition est détaillée dans le tableau.

Tableau 06.Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment (Upreti et al., 1989).

Matiére alimentaire Quantité en g/kg d’aliment Pourcentage (%)
Amidon (Mais) 420 42
Saccharose 210 21
Huile 20 2
Soja 260 26
Son 60 6
CMV 30 3

1.4. Traitement des rattes

Les rattes ont été répartis en 4 lots de 4 rattes chacun, il s’agit de :

v Lots 1 : rattes témoins ont recu une eau physiologique par injection intra- péritonéale
chaque jour pendant 8 jours.

v Lots 2: rattes traités par 1’extrait Méthanolique dissout dans I’eau distillée a une dose
de (200mg/kg) par gavage a laid d’une sonde gastrique chaque jour pendant 8 jours.

v' Lots 3 : rattes traités par la combinaison entre I’extrait Méthanolique dissout dans
I’eau distillée a une dose de (200 mg/kg) par gavage a laid d’une sonde gastrique et
I’acétate de plomb a une dose de (50 mg/kg) par injection intra- péritonéale chaque
jour pendant 8 jours.

v Lots 4 : rattes traités par 1’acétate de plomb a une dose de (50 mg/kg) par injection

intra- péritonéale chaque jour pendant 8 jours.
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Figure 21. Méthode de gavage et ’injection intra péritonéal chez la ratte

L.5. Prélévement sanguin

A la fin de période de traitement et au 9°™ jour en effectué un prélévement oculaire (Fig 22)
pour chaque ratte avec manipulation douce et calme de 1’animale afin de ne pas trop I’exciter

ni I’effrayer.

Figure 22. Méthode de prélevement de sang par ponction du sinus rétro-orbitale.

La sinus veineux rétro-orbitale est ponctionné¢ a 1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite
introduire dans I’angle (30°) a I’intérieure de 1’ceil, par pression rotatives, la fragile paroi des
vaisseaux est perforée et le sang préleve par capillarité est immédiatement recueilli dans des
tubes héparines, Ces dernier sont centrifugé a 3000 tours /min pondant 10 min, Le sérum
obtenu est séparé en plusieurs aliquotes dans des tubes Eppendorf puis stockés au congélateur

a -8°C jusqu’aux dosages biochimiques.
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Protocole de travail

16 rattes aprés I’adaptation

Lot1:
Témoin traité
par ’eau
physiologique

Lot2:

traité
par Dextrait
méthanolique
200mg/kg

Lot 3:
traité par
I’acétate de
plomb
50mg/kg

Lot 4 : traité
par Pextrait
méthanolique
+ ’acétate de
plomb

Apreés 8 jours
de traitement

l

Prélévement
sanguin

~~

Dosage des param

biochimiques

etres

Figure 23. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

|

Glycémie
Urée
Créatinine
Acide urique
AST
ALT
PAL
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1.6. Dosage des parametres biochimiques

1.6.1. Dosage du glucose
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
e Principe

Le glucose est transformé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogene (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogene

incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet (quinoneimine).

GOD
B-D-glucose +O,+H,O ===  Acide gluconique + H2O»

POD
H>O2+ phénol + 4- aminophénazone === Quinone +H,O

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (nl) - - 10

Mélanger, incuber pendant 10 min & 37 C’, ou 15-20 min a la température ambiante. Lire les
absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La coloration

finale est stable au moins 30 minutes.

e (Calcul de la concentration

DO Echantillan
DO Etalon

Glucose(mg/dl) = x C Etalon (100mg/dl)

1.6.2. Dosage de I’urée
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
e Principe
L’uréase catalyse I’hédrolyse de 1’urée, présente dans 1’échantillon, en ammoniac (NH3) et

en anhydride carbonique (CO2). L’ammoniac formé est incorporé a I’alpha-cétoglutarate par
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I’action du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation paralléle de la NADH a la
NAD+:

Uréasa
Urée +02+H20 + 2H" === 2NH3 + CO»
GLDH
2NHs+ a-Cétoglutarate + NADH === H,0 + NAD" + L-Glutamate

La diminution de la concentration de NADH et proportionnelle a la concentration d’urée dans

I’echantillon.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1 1 1
Etalon (ul) - 10 -
Echantillon (ul) - - 10

Me¢élanger, Lire les densités optiques de 1’échantillon et de 1’étalon aprés 30 secondes

(DOT) et apres 90 secondes (DO2) a 340 nm.

e (Calcul de la concentration

ADO Echantillan

Urée (mg/dl) = DO Etalon

x C Etalon (50 mg/dl)

ADO=(DO2-DO 1).

1.6.3. Dosage de l'acide urique

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).

e Principe

L’acide urique est oxydé par I'uricase a ’allantoine et le peroxyde d’hydrogéne (2H202)
qui, en présence de la peroxydase (POD), 4- aminophénazone (4-AF) et du 2-4

Diclorophénol-sulphonate (DCPS) forme un composé rosacé:

Uricase
Acide urique + 2H,0 + O2 ====2  Allantoine + CO; + 2H20;
DOP
2H,0, + 4-aminophenazone + DCPS ==== Quinoneimine + 4H,O
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e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1 1 1
Etalon (ul) - 25 -
Echantillon (ul) - - 25

Me¢langer, incuber 10 min a 15-20°C ou alors 5 min a 37°C.
Lire I’absorbance (A) de I’étalon et des échantillons a 520 nm. La couleur est stable 30 min.

Calcul la concentration

DO Echantillon
DO Etalon

Acide urique (mg/dl) = x C Etalon (6mg/dl)

1.6.4. Dosage de la créatinine

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).

e Principe

L’essai est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium : c’est la réaction de
JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré
dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en créatinine de
I’échantillon.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) - 100 -
Echantillon (nl) - - 100

Me¢élanger, déclencher le chronometre. Lire a 492 nm la densité optique (DO1) apres 30
secondes et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.

e (Calcul de La concentration

ADO Echantillant—ADO blanc
DO Etalon—ADO blanc

Créatinine (mg/dl) = x C Etalon (2mg/dl)

ADO=(DO2-DO 1)
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1.6.5. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT/ TGO)

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).

e Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi l’oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’aspartate
au a-cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H") :

AST
Aspartate + a-Cétoglutarate ===  Glutamat + Oxaloacétate
MDH
Oxalacetat + NADH, H® =3 Malate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration de NADH et proportionnelle a la concentration
catalytique de la AST.

e Mode opératoire

Température °C 37°C
Réactif de travail (ml) 1
Echantillon (ul) 100

M¢élanger et incuber les préparations pendant 1 min a la température de 37 °C et lire
I’absorbance a 340 nm, toutes les minutes pendant 3 min.

e (Calcul de La concentration

ASAT (UI/L) = A DO/min x 1750

A DO c’est la valeur moyenne des trois lectures.

1.6.6. Dosage de I’alaline aminotransférase (ALAT/TGP)
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
e Principe

Le principe est présenté par le schéma réactionnel suivant :

ALT
Alanine + a-Cétoglutarate == Glutamate + Piruvate
LDH
Piruvate + NADH, H" === T actate + NAD"*
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Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
’activité de I’alaline aminotransférase présenté dans 1’échantillon.

e Mode opératoire

Température 37 °C
Réactif du travail (ml) 1
Echantillon (ul) 100

Meélanger, incuber pendant une minute a temperature ambiante et lire I’absorbance initiale
a 340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 min. Déterminer la moyenne des absorbances par
minutes (A Abs/min) pour I'utiliser dans les calculs.

e Calcul de La concentration

TGP (U/L) = A DO x 1750

A DO c’est la valeur moyenne des trois lectures.

1.6.7. Dosage de I’alcaline phosphatase (PAL)
Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).
e Principe
La phosphatase alcaline catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate a ph 10.4 pour

donner le p-nitrophénol et la phosphate :

PAL
p-Nitrophénylphosphate + H20O =====3 p- Nitrophénol + Phosphate

Le taux de ’augmentation de nitrophynol et proportionnelle a la concentration de ’activité

catalytique de PAL.
e Mode opératoire
Température 37°C
Réactif de travail (ul) 1.2
Echontillon 20

M¢élanger, incuber pendant une minute. Lire & 405 nm I’absorbance initiale et démarrer le
chronometer simultané ment. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 min. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.
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e Calcul de La concentration

PAL (U/L) = A DO x 3300

A DO c’est la valeur moyenne des trois lectures.

L.7. Analyses statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne £SD. Sont effectués par le
logiciel (Graph Pad Prism V 5,00).

La différence entre I’extrait et le contrdle et la détermination des taux de signification

sont effectués par test ANOVA suivi du test Tukey et test t de student.
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Resultats et discussions

I1.1. Préparation des extraits MET et AQ a partir des écorces des racines

du Zizyphus lotus

La préparation de I’extrait aqueux a partir des écorces des racines du Zizyphus lotus a été

effectuée selon la méthode Boughandoura et Bendimerad (2012) modifiée. Cette méthode est

basée sur 'utilisation de

solvant polaire (eau, méthanol).

La couleur et I’aspect des extraits obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 07. Aspect et couleur de ’extrait AQ et MET des écorces des racines du Zizyphus

lotus
Extrait Aspect Couleur
AQ Poudre Marron claire
MET Poudre Marron foncé

I1.2. Analyse des extraits MET et AQ des écorces des racines du Zizyphus

lotus

I1.2.1. Analyse qualitative des extraits MET et AQ

I1.2.1.1. Tests préliminaires

Le tableau ci-dessous représente les déférents tests de caractérisation de quelques

métabolites secondaires dans I’extrait Aqueux : polyphénols, flavonoides, tanins.

Tableau 08. Résultats des tests préliminaires de quelque métabolite secondaire des extraits

Méthanolique et Aqueux du Zizyphus lotus.

Métabolite testé Remarques Résultats
AQ MET
Composés phénoliques Couleur Bleu verdatre +++ +++
Flavonoide Couleur Orange ++ ++
Tanins Couleur Bleu verdatre + +
Tanins condensés Formation de précipité + +
Tanins hydrolysables Couleur Bleu noir + -

+ Présence, +++ présence plus importantes.
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Les essais phytochimiques effectués sur ’extrait (MET et AQ) des écorces des racines de
Zizyphus lotus ont révélé la présence des flavonoides, dont la couleur oronge désigne la
présence des flavonoides de type flavones.

L’appariation de la couleur bleu verdatre (test de FeCls) refléte la présence des tanins
catéchiques (condensés) dans les deux extraits. Pour la séparation entre les deux types des
tanins (tanins condensés et tanins hydrolysables), le test Stiasny a été réalisé dont les résultats
confirment la présence des tanins condensés et montre la présence des tanins hydrolysables
dans l'extrait aqueux et leur absence dans l'extrait méthanolique .

Tous ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Borgi et al. (2007) ou I’analyse
phytochimique faite sur 1’extrait méthanolique et aqueux des écorces des racines a donné des

résultats positifs pour les flavonoides et les tanins.

I1.2.1.2. Chromatographie sur couche mince
Pour une caractérisation partielle de 1’extrait Méthanolique et Aqueux du Zizyphus lotus, une
chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée par I'utilisation de systéme de

migration (BAW) butanol-acide acétique- eau (60/15/35).

Révélation par acide sulfurique/eau Révélation UV 254 nm

Figure 24. Chromatographie sur couche mince des extraits Méthanolique et Aqueux des

¢corces des racines du Zizyphus lotus (de gauche a droite : AQ; MET; Q; Na; C; Ag; R).
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Tableau 09. Rapports frontaux et couleurs apres révélation.

Standard RF Couleur apres révélation

Acide sulfurique /eau Lamp UV 254nm

Quercétine 0.742 Orange Sombre

Naringine 0.6 Jaune Sombre

Cathéchine 0.785 Orange Sombre

Acide gallique 0.785 Orange Sombre

Rutine 0.628 Jaune Sombre

Extrait AQ 0.3 Marron Sombre

0.628 Jaune Sombre

Extrait MET 0.285 Orange Sombre

0.742 Orange Sombre

Apres révélation, deux taches sont détectées pour ’extrait MET et AQ, elles sont avérées
par la révélation chimique (I’acide sulfurique /eau).

Pour I’extrait MET 1'une des taches est corresponde a la quercétine avec un RF=0.742.
Dr’ailleurs pour I’extrait AQ aussi une seule tache est apparue et correspond a la rutine avec

RF=0.628.

I1.2.2. Analyse quantitative des extraits MET et AQ

Afin de caractériser 1’extrait méthanolique et aqueux préparés a partir des écorces des
racines du Zizyphus lotus, un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins a
été effectué.

Le choix du dosage de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés
antioxydantes des plantes leur sont attribués.

La méthode du dosage des polyphénols totaux est celle de Folin—Ciocalteu (Wong et al.,
2006). L’acide gallique a été utilisé comme standard. Pour les flavonoides le dosage a été
réalis¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1997) ,en utilisant
comme standard la quercétine, enfin celui des tanins condensés a été effectué¢ selon la
méthode de vanilline (Broadhurst et Jones, 1978), modifiée par Heimler et al. (2006), en
utilisant la catéchine comme standard. Les résultats sont représentés dans le (tableau 10) et

le diagramme figure 25. Les gammes d’étalonnage dans les figures 26 ; 27 ; 28.

43




Chapitre 11 Résultats et discussions

Tableau 10. Teneur des composés phénoliques

Extrait Polyphénols® Flavonoides Tanins®
MET 48.54+3.514 3.710+0.555 0.063 + 0.046
AQ 45.19+ 0.396 6.786+0.041 0.190+ 0.003

(a) ug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
(b) ng d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.
(c) ug d’équivalent de catéchine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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Figure 25. Teneur des composés phénoliques, flavonoides, tanins en pg Eq standard/ mg

d’extrait.

Les résultats de dosage montrent la présence des polyphénols, des flavonoides et des tanins
condensés dans I’extrait méthanolique et aqueux.

La comparaison entre la teneur en polyphénols de I’extrait MET et AQ montre que I’extrait
MET est plus riche en polyphénols, mais avec une différence non significative.

Par contre pour les flavonoides, il y a une différence trés hautement significative (p<0.001)
entre les deux extraits dont ’extrait AQ est le plus riche en flavonoides.
Pour les tanins I’extrait AQ est plus riche par comparaison avec I’extrait MET avec une

différence hautement significative (p<0.01).
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Par comparaison avec d’étude faite par Bakchiche et al., (2013) sur le dosage des
polyphénols dans la partie aérienne de Zizyphus lotus (36.30ug Eq AG/mg), 1’écorce des
racines apparait plus riche en polyphénols (48.54 pg EQAG/mg).
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Figure 26. Droite d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne + SD de deux essais)

y = 0,0661x + 0,0112
2,5 - R% = 0,9984
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Figure 27. Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais)
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Figure 28. Droite d’étalonnage de la catéchine (moyenne + SD de deux essais).

I1.3.Activités biologiques
I1.3.1. Activité antioxydante par la méthode de phosphomolybdate d’ammonium

Afin d’évaluer I’activité¢ antioxydante des extraits AQ et MET d’écorces des racines du
Zizyphus lotus, on a utilisé¢ la méthode de phosphomolybdate d’ammonium, dont I’intensité
de la couleur apparait refléte le dégrée du pouvoir réducteur des molécules actives de nos
extraits.

Pour toutes les dilutions (0.625; 1.25; 2.5 ; Smg/ml) ’extrait MET a montré la plus grande

activité antioxydante par comparaison avec 1’extrait AQ (Figure 29).
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|
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Figure 29. Activité antioxydante des différents concentrations de I’extrait MET et AQ.
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Ceci est confirmé par I’estimation de 1’activité antioxydante en milligramme équivalent
vitamine C (mg Eq VC).Ces résultats sont expliqués par la richesse de I’extrait MET en
polyphénols par comparaison avec I’extrait AQ. La gamme d’étalonnage de VC est représenté
dans (Annexe 01).

D’aprés les profils (Annexe 02), il y a une corrélation signifivative (r*=0.96; p<0.05) entre
les différentes dilutions de I’extrait AQ et ’activité antioxydante en mg Eq VC. D’ailleurs
pour I’extrait MET la corrélation entre les dilutions et 1’activité antioxydante est hautement
significative (r’=0.98; p<0.01)

D’aprés les résultats trouvés, il est évident que I’activité antioxydante de nos extraits est
concentration dépendante.

Nos résultats sont en accord avec les résultats de 'étude de Rached et al. (2010), qu’ils ont
montré que l'extrait méthanolique des racines de Zizyphus lotus a une forte activité
antioxydante (9,14 = 0,72 pg/ml) comparé au BHA utilis¢ comme contrdle positif (4,15 +
0.25 pg/ml).
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I1.4. Etude de I’effet protecteur d’extrait MET des écorces des racines du

Zizyphus lotus contre le stress oxydant induit par le plomb

En considérant les résultats des analyses quantitative et les résultats de I’activité
antioxydante par la méthode de phosphomolybdate ou I’extrait méthanolique est apparait le
plus riche en polyphénols par comparaison avec 1’extrait aqueux, on a choisi I’extrait

méthanolique pour I’analyse in vivo.
IL.5. Influence du traitement sur les variations du poids corporel

Nos résultats montrent ’existence d’une diminution non significative du poids corporal, et
une diminution du gain du poids chez les 2 lots traités par Pb et MET/Pb (-54,5%,-11,5%),
par contre il y a une augmentation du gain du poids chez les 2 lots (témoin +4% et le lot traité

par MET +10,7%) par apport le poids initial.

On note aussi une augmentation dans le gain du poids de fagon non significative chez le lot

trait¢ par MET/Pb en comparant avec le lot traité par le Pb seul.
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Figure 30. Variation du poids corporel en (g) chez les rattes témoins et traitées par I’extrait

MET, le plomb et la combinaison (MET/Pb) apres 8 jours de traitement.

Selon hammond et al (1980), ’administration Pb comme agent stressant fait diminuer la

croissance corporelle, ce qui est en accord avec nos résultats.
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La diminution du poids corporel des rattes traitées par Pb (-54,5%) par comparaison au
témoin est expliquée par ’action du Pb sur le transport des éléments nutritifs (les acides
amingés, le glucose, et les minéraux essentiels comme le zinc , le magnésium et le fer...) par le
sang, et par conséquent , ils peuvent induire une mauvaise assimilation des aliments dans le
corps . Hammond et al (1980) ont signalé que la baisse de gain du poids corporel peut étre du

a la dégradation augmentée de lipides et de protéines par suite de toxicité du plomb.

Il est évident que I’extrait méthanolique a un effet améliorant sur le poids corporel des
rattes de tel sorte que la diminution du gain du poids de lot traité par la combinaison
(MET/Pb) est supérieure a celle de lot (Pb), d’autre coté le gain du poids est remarquable chez
le lot MET ,ceci est expliqué par la valeur nutritionnelle intéressante de notre extrait qui est

riche en métabolites primaire.

I1.6. Influence du traitement sur les variations des parametres biochimiques

sériques

Les résultats obtenus révélent une augmentation significative (P<0.05.43.00%) de la
concentration sérique du glucose chez le lot traité par Pb et augmentation nos significative
(28.44%) chez le lot traites par la combinaison (MET/Pb) respectivement en comparaison au
lot témoin. En revanche, on constate une diminution non significative (-10.18%) chez les lots
traités par la combinaison (MET/Pb) en comparaison au lot traite par Pb seul.

Les résultats obtenus montrent une augmentation importante de la concentration du
glucose sérique chez les rattes traitées par ’acétate du plomb. Ceci est directement li¢ aux
effets néfastes d’acétate du plomb sur le pancréas et plus exactement sur I’excrétion d’insuline
par les ilots de Langerhans (Ramirez-cervante et al., 1978).

En revanche une diminution de la glycémie a été observé chez les rattes traitées par la
combinaison (MET/Pb) en comparaison avec les rattes traités par le plomb, ceci est traduit par

’activité hypoglycémiante des écorces des racines (Glombitza et al., 2010).

L'analyse de la concentration sérique de ’urée révele I’existence d’une augmentation
hautement significative (p<0.01; 156%), significative (p<0.05; 94.4%) chez les lots traitées
par Pb et la combinaison (MET/Pb) respectivement par comparaison au lot témoin.
Cependant, on constate une diminution non significative (-25%) chez les lots traités par la

combinaison (MET/Pb) en comparaison au lot traite par Pb seul.
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L’évaluation de la créatinine sérique fait apparaitre une augmentation significative
(p=<0.05 ; 25.40% ; 21.44%) chez les lots traités par Pb et la combinaison (MET/Pb)
respectivement en comparaison au lot témoin. Par contre on constate une diminution non
significative (-3.15%) chez le lot traité par la combinaison (MET/Pb) en comparaison au lot
traité par Pb seul.

Flower (1991) a confirmé I’insuffisance rénale chez les rattes traitées par Pb peut étre
interprété par ’augmentation des concentration d’urée et de créatinine par apport au témoin ,
ces résultats sont en accord avec les travaux de Thylambal et Saroja (2004) qui ont montré
que les cellules rénales ne sont plus capables de controler le processus d’excrétion urinaire,
car les reins sont parmi les organes les plus sensibles au plomb.

Les résultats montrent aussi que la concentration sérique de I’acide urique a réveélé une
augmentation hautement significative (p<0.01; 197.94%), significative (p<0.05; 140.67%)
chez les lots traités par Pb et la combinaison (MET/Pb) respectivement en comparaison au lot
témoin. Par contre on observe une diminution non significative (-19.22%) chez le lot traité par

la combinaison (MET/Pb) en comparaison au lot traité par Pb seul.

Bonsignore et al., (1965) ont présenté 1’augmentation sérique d’acide urique par deux
hypotheses. La premicre, ’augmentation est due a I’effet direct du plomb sur le métabolisme
de I’acide urique. La seconde, elle est la résultante des troubles morphologiques au niveau des

néphrons.
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Figure 31. Variation de la concentration sérique de glucose, 1’urée, créatinine, I’acide urique,
chez les rattes témoins et traitées par I’extrait MET, le plomb et la combinaison (MET/Pb)

apres 8 jours de traitement.
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ai : Différence significative comparant au témoin (p<0.05).
a»: Différence hautement significative comparant au témoin (p<0. 01).
b1 : Différence significative comparant au plomb (p<0.05).

p : seuil de signification.

IL.7. Influence du traitement sur les variations de I'activité sériques de

quelque marqueur enzymatique

Les résultats montrent que I’activité enzymatique sérique de la AST est augmenté d’une
facon tres hautement significative (p<0.001; 56.54%), non significative (21.78%) chez les lots
traités par Pb et la combinaison (MET/Pb) respectivement en comparaison au lot témoin.
Aussi on note une diminution hautement significative (p<0.01 ;-33.96% ; -22.25%) chez les

lots traités par MET et la combinaison (MET/Pb) en comparaison au lot traité par Pb seul.

L’activité enzymatique sérique de la ALT est augmenté d’une fagon significative (p<0.05;
290.43%), non significative (18.03%) chez les lots traités par Pb et respectivement en
comparaison au lot témoin. Aussi on note une diminution significative (p<0.05; -69.76%),
non significative (-36.82%) chez les lots traités par la combinaison (MET/Pb) et MET en

comparaison au lot traité par Pb seul.

En ce qui concerne les niveaux de 1’activité enzymatique sérique de la PAL, une
augmentation non significative (105.1% ; 165.3%) chez les lots traités par la combinaison
(MET/Pb) et Pb respectivement en comparaison au lot témoin. on a enregistré une diminution
non significative (-22.69% ; -24.8%) de I’activité enzymatique de la PAL chez les lots traitées

par la combinaison (MET/Pb) et MET en comparaison au lot traité¢ par Pb seul.

Le dysfonctionnement hépatique est suivi par des niveaux élevé des enzymes de sérum,
indiquant la fuite cellulaire et la perte de I'intégrité fonctionnelle de la membrane hépatique.
Ce qui est correspond avec nos résultats, qui ont montré des activités augmentées de AST,
ALT et de PAL dans le sérum des rattes traitées par le plomb. Le foie constitue une cible
importante du plomb, ce dernier posséde une grande affinité pour le groupement thiols
protéique des membranes cellulaires hépatiques, ce qui conduit a des nécroses hépatiques et la
suite la sortie des transaminases dans le sérum. Ces résultats sont confirmés par les travaux de

Gurer et Ercal (2000).
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Upadhyay et al (2009) ont démontré que les rats nourris par des aliments contaminés par le
plomb subissent un état de stress oxydatif li€¢ a une élévation sérique des transaminases (AST,
ALT) et des phosphatases alcalines (PAL). Ce phénomene est dii & ’accumulation des acides
amings tels que I’alanine et ’acide glutamique résultant de la dégradation des protéines
somatiques. Ces acides aminés se transforment sous I’action des transaminases en corps

cétoniques puis en glucose (néoglucogenese).

En conséquence 1’¢lévation des transaminases seériques confirme le résultat précédent

concernant ’hyperglycémie chez les rats traités par ’acétate du plomb.
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Figure 32. Variation de I’activité enzymatique de AST, ALT, PAL, chez les rattes témoins et

traitées par I’extrait MET, le plomb et la combinaison (MET/Pb) apres 8 jours de traitement.

ai : Différence significative comparent au témoin (p<0.05).

a3: Différence tres hautement significative comparant au témoin (p<0.001).
b1 : Différence significative comparant au plomb (p<0.05).

b, : Différence hautement significative comparant au plomb (p<0.01).

c> : Différence hautement significative comparant au plomb (p<0.01).

p : seuil de signification.
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Conclusion générale

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢cu un grand intérét dans

la recherche biomédicale ; une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires

observés lors de I'utilisation des médicaments de synthése chimique.

L>étude des activités biologiques in vitro et in vivo de I’extrait méthanolique et aqueux

des écorces des racines du Zizyphus lotus nous a permis d’obtenir des résultats intéressants.

L’analyse qualitative des extraits a mis en évidence la présence des composés
phénoliques , des flavonoides, des tanins dans ces extraits , alors que I’analyse effectuée par
chromatographie sur couche mince a montré¢ la présence du quercétine dans D’extrait

méthanolique.et la rutine dans 1’extrait aqueux.

L’analyse quantitative des extraits MET et AQ d’écorces des racines du Zizyphus
lotus est représentées par le dosage spectrale des trois substances biactives : les

polyphénols, les flavonoides et les tanins ou I’extrait MET apparait le plus riche en

polyphénols.

La technique utilisée pour étudier ’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et

aqueux est la méthode du phosphomolybdate d’ammonium qui a révélé que I’extrait MET a

montré la plus grande activité antioxydante par comparaison avec 1’extrait AQ.

L’étude in vivo montre que I’administration de I’acétate de plomb a 50mg/kg de poids
corporel par injection intra-péritonéale chez les rattes Albinos Wistar adultes pendant 8 jours,
a provoqué des effets hépatotoxiques et néphrotoxiques. Nos résultats montrent que 1’addition
de l’extrait méthanolique de Zizyphus lotus (200mg/kg poids corporel) avec le plomb a

amélioré la plus parts des paramétres étudiés.

+ ['étude physiologique montre:
% Une diminution du poids corporel durant la période de traitement chez les rattes
traitée par le plomb par apport aux témoins.
+ ['étude des paramétres biochimiques montrent:
% Une augmentation de l'activité sérique en glucose, urée, créatinine, et acide

urique chez les rattes traitée par le plomb par apport aux témoins
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% Une augmentation de l'activité sérique des enzymes (AST, ALT et PAL) chez

les rattes traitées par le plomb par apport aux témoins

Les perturbations enregistrées avec le plomb sont améliorées par l'addition de l'extrait

méthalonique de Zizyphus lotus ce qui peut témoigner de l'effet antioxydant et protecteur de
q zZyp qui p g y p

Zizyphus lotus contre l'effet oxydatif du plomb.

En fin, I’ensemble des résultats obtenus ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances et source naturelle biologiquement active. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en
évidences comme la réalisation des coupes histologiques au niveau des organes pour bien

préciser les effets apparait.
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Annexe

Annexe 01: La gamme d'étalonnage des vitamines C
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Tableau: La moyenne + I'écart types de 1'Abs
Ext MET Ext AQ
5 1.668+ 0.152 0.900+0.076
2.5 1.359+ 0.084 0.593+0.047
1.25 1.256+ 0.032 0.247+0.011
0.625 1.097+ 0.061 0.182+0.008

Annexe 02: Corrélation entre les différentes concentrations des extraites MET et AQ et

l'activité antioxydante par équivalence en vitamines C.
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Annexe 03: Réactifs du dosage des parametres biochimique.

e Dosage du glucose

R 1. Tampon Tris pH 7,4 92 mmol/L
Phénol 0,3 mmol/L
R 2. Enzymes Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Peroxydase (POD) 1000 U/L
4 — aminophénazone (4-AF) 2,6 mmol/L
Glucose calibrant Etalon primaire aqueux de Glucose 100 mg/dL

e Dosage de 'urée

R 1. Tampon TRIS pH 7,8 80 mmol/L
Cétoglutarate 6 mmol/L

R 2. Enzymes Uréase 3750 U/L
Glutamate déshydrogénase (GLDH) 6000 U/L
NADH 0,32 mmol/L

Urée calibrant Patron primaire de détection d’urée 50 mg/dL
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Annexe

e Dosage de la créatinine

R1 Acide picrique 25 mmol/l
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/l
Créatinine calibrant Créatinine aqueux standard 2 mg/dl
e Dosage de I'acide urique
R 1.Tampon Phosphate pH 7.4 50 mmol/l
2-4 Dichlorophenol sulphonate (DCPS) 4 mmol/l
R 2. Enzymes Uricase 60 U/l
Peroxydase (POD) 660 U/l
Ascorbateoxidase 200 U/
4-Aminophenazone (4-AP) 1 mmol/l
Acide urique calibrant L’acide urique aqueux standard 6 mg/dl
e Dosage de (ASAT / TGO)
R 1. Tampon Tris pH 7.8 80 mmol/l
L-aspartate 200 mmol/l
R 2. Substrats NADH 0.18 mmol/l
Lactate deshydrogenase (LDH) 800 U/l
Malatedeshydrogenase (MDH) 600 U/
a-cetoglutarate 12 mmol/1
e Dosage de (ALAT/TGP)
R 1.Tampon Tris pH 7.8 100 mmol/1
L-alanine 500 mmol/l
R 2. Substrats NADH 0.18 mmol/l
Lactate deshydrogenase (LDH) 1200 U/1
a-cetoglutarate 15 mmol/l
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Annexe

e Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)

R 1. Tampon Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/1
Chloride de magnesium 0.5 mmol/1
R 2. Substrats p-Nitrophenylphosphate (pNPP) 10 mmol/l

Annexe 04: Variation de poids relatif PC(g) chez les rattes témoins et traitées par le Zizyphus

lotus, plomb et la combinision (MET/Pb) aprés 8 jours de traitement .

Les poids (g) Les lots traités
témoin MET Pb MET/Pb
Poids initial 194.70+12.34 186.00+13.45 191.30+24.44 183.00+14.14
Poids final 198.70+12.66 196.70<13.05 136.70+£74.93 171.50€12.02
Gain de poids +4 +10.7 -54.50 -11.50

Annexe 05: Variation de quelques parametres biochimique chez les rattes témoins et traitées

par zizyphus lotus, Plomb et la combinaison (MET/Pb) aprés 8 jour de traitement.

Paramétres Les lots expérimentaux
Témoin MET Pb MET/Pb
0.893+0.097 0.955+0.148 1.277+0.211 1.147+0.040
Glucose - 6.94% 43%"1 28.44%
-10.18%
0.125+0.015 0.225+0.063 0.324%0.028 0.243%0.025
Urée - 80% 156%" 94.4%"
-25%
4.350+0.026 4.75+0.00 5.455%0.007 5.283+0.489
Créatinine - 9.19% 25.40%" 21.44%"
-3.15%
0.536+0.136 1.080+0.266 1.597+0.295 1.290+0.254
Acide urique 101.49% 197.94% 140.67%"
-19.22%

69




Annexe

al: Différence significative comparant au témoin (p<0.05).

a2: Différence hautement significative comparant au témoin (p<0.01).

P: Seuil de signification.

Annexe 06: Variation de l'activit¢ enzymatique

Zizyphus lotus, Plomb et la combinaison (MET/Pb) aprées 8 jour de traitement.

chez

les rattes témoins et traitées par

Parameétres Les lots expérimentaux
Témoin MET Pb MET/Pb
98.120+3.680 101.5+7.778 153.7+9.713 119.5+7.778
TGO 3.44% 56.64%" 21.78%
-33.96% -22.25%"
33.040+3.517 81.50+9.192 129.00+46.670 39.00+9.899
TGP 146.67% 290.43%" 18.03%
-36.82% -69.76%"'
98.00+5.657 195.50+24.75 260.00+106.1 201.00+63.64
PAL 99.48% 165.30% 105.10%
-24.80% -22.69%

al: Différence significative comparant au témoin (p<0.05).

a2: Différence hautement significative comparant au témoin (p<0.01).

a3: Différence trés hautement significative comparant au témoin (p<0.001).

bl: Différence significative comparant au Pb (p<0.05).

b2: Différence hautement significative comparant entre le Pb et MET/Pb (p<0.05).

c2: Différence hautement significative comparant entre le Pb et MET (p<0.05).

P: Seuil de signification.
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Résume :

Les extraits naturels connus par leur richesse en molécules biologiquement actives. Dans ce contexte,
nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante in vitro et in vivo des extraits méthanolique et aqueux
des écorces des racines du Zizyphus lotus.
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quelques parametres biochimique, et le role de I’extrait MET (200mg/kg) de Zizyphus lotus en réduisantou
¢leminé les effets cytotoxiques induit par le plomb.
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