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Résumé

Punica granatum est un arbre fruitier aux vertus médicinales et nutritionnelles a été utilisée
pour I'évaluation de son effet neuroprotecteur a rétablir les perturbations et les dommages
causés par le plomb et aluminium en utilisant des approches neurocomportementales,
biochimiques et histologiques.

Dans cette optique, une analyse qualitative du jus et de I'extrait méthanolique issu d'écorce de
grenade; un screening phytochimique, une chromatographie sur couche mince et une HPLC-
détecteur a barrette de diodes et un dosage quantitatif des polyphénols, flavonoides et tanins
ont été effectués.

La neurotoxicité a été induite par le plomb (1000ppm) et I'aluminium (500mg/kg) et traitée
par des extraits de grenade; jus (v/v) et extrait méthanolique issu d'écorce (500mg/kg).

Aprés 90 jours, nous avons réalisé des tests neurologiques (comportementaux et de mémoire),
un dosage du plomb et de I'aluminium dans le cerveau par une spectrométrie d'absorption
atomique et une étude histologique par une coloration a I'nématoxyline et éosine.

La phytochimie a révélé une gamme et une quantité importante de métabolites secondaires a
savoir polyphénols, flavonoides et tanins.

L'administration de l'acétate de plomb et du chlorure daluminium par la voie orale a des
souris pendant une durée de 90 jours a causé des perturbations neurologiques; une
hyperactivité locomotrice avec installation d'un état d'anxiété, une dépression et une réduction
de la curiosité et de I'apprentissage avec accumulation de ces deux métaux dans le cerveau.
D'une autre part une augmentation de l'activité des marqueurs de la fonction hépatique et un
déséquilibre calcique a été également trouvés. Ces parametres biochimiques ont confirmés les
altérations histologiques constatés au niveau du cortex cérébral, hippocampe, foie et rein.

Ces altérations neurologiques, biochimiques et histologiques (cerveau, foie et reins) ont été
restaurées par une prise quotidienne du jus et de I'extrait méthanolique d'écorce de Punica
granatum. Ces extraits ont montré des activités anxiolytiques et antidépressives ainsi qu'une
amélioration des capacités d'apprentissage, de mémoire et de locomotion qui sont attribuées a
la teneur importante en molécules bioactives diversifiées mises en évidence dans ces deux
extraits. Ces effets bénéfiques montrent que la grenade pourrait avoir un effet

neuroportecteur.

Mots clés:
Punica granatum L, Neurotoxicité, Plomb , Aluminium, in vivo, Souris.



Abstract

Punica granatum is a fruit tree with medicinal and nutritional properties. It has been used to
evaluate its neuroprotective effect to restore the disturbances and damages caused by lead and
aluminum using neurobehavioral, biochemical and histological approaches.

In this context, a qualitative analysis of the juice and methanolic extract from pomegranate
bark; a phytochemical screening, thin layer chromatography and High-Performance Liquid
Chromatography with Diode-Array Detection and a quantitative analysis of polyphenols,
flavonoids and tannins were performed

The neurotoxicity was induced by lead (1000ppm) and aluminum (500mg/kg) and treated
with pomegranate extracts; arils juice (v/v) and methanolic extract from bark (500mg/kg).
After 90 days, we performed neurological tests (behavioral and memory), a lead and
aluminum assay in the brain by atomic absorption spectrometry and a histological study by
hematoxylin staining and eosin.

Phytochemistry has revealed an important range and quantities of secondary metabolites;
polyphenols, flavonoids and tannins.

Administration of lead acetate and aluminum chloride orally to mice for 90 days caused
neurological disturbances; locomotor hyperactivity with anxiety, depression and reduced
curiosity and learning with accumulation of both metals in the brain. On the other hand an
increase in the activity of markers of liver function and calcium imbalance were also found.
These biochemical parameters confirmed the histological changes observed in the cerebral
cortex, hippocampus, liver and kidneys.

These neurological, biochemical and histological alterations (brain, liver and kidneys) were
restored by daily intake of the juice and methanolic extract of Punica granatum bark. These
extracts showed anxiolytic and antidepressant activities as well as an improvement in the
learning, memory and locomotion abilities attributed to the high content of diversified
bioactive molecules identified in these two extracts. These beneficial effects show that the

pomegranate could have a neuroprotective effect.

Keywords
Punica granatum L, Neurotoxicity, Lead, Aluminum, in vivo, Mice.
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Liste des abréviations

%: Pourcentage

°C: Degre Celsius

Mg: Microgramme

pl: microlitre

pm: micrometre

5-HIAA: 5-hydroxy-indole-acétique

5-HT: Sérotonine

A’ Angstrom

AchE: Acétylcholinestérase

ADN: Acide désoxyribonucléique

Al : Aluminium

ALAD: Acide 6-aminolévulinique déshydratase
ALAS: Acide s-aminolevulinique synthétase
AICI3: Trichlorure daluminium

AMPc: Adénosine monophosphate cyclique
ARN: Acide ribonucléique

B: Ballonisation

B-cl2: B-cell lymphoma 2

Ca?*: lon calcium

CCM: Chromatographie sur couches minces
CHE: Cholestérol estérase

CHOD : Cholestérol oxydase

POD: Peroxydase

4-AP: 4-Aminophénazone

cm: Centimetre

CN : Cellule normale

CV: Congestion des vaisseaux sanguins
CYP: Cytochrome P

DA: Dépbts amyloides.

DA: Dopamine

DFO: déferoxamine

DL50: dose létale médiane

DMSA: Acide dimercaptosuccinique

EAG: Equivalent d'acide gallique

EC: Extrait chloroformique

ECat: Equivalent catéchine

EDTACaNa2: Acide éthylénediamine tétraacétique de calcium disodique
EM: Extrait méthanolique

EP: Extrait éther pétrolinique

EPM: Elevated plus-maze

EQ: Equivalent en quercétine

ET: Equivalent en acide tannique

g: Gramme

GABA: Acide gamma aminobutyrique.
GFAA: Graphite furnace atomic absorption
GSH: Glutathione

H&E: Hématoxyline et éosine

H: Hépatocyte
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h: Heure

H202: peroxyde d’hydrogene

HCL.: Acide chlorhydrique

HDL.: High density lipoprotein
HNO3: Acide nitrique

HPLC-DAD: High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection
HTN: Hypertension tension nerveuse
HVA: Acide homo-vanilique

IF: Infiltrat inflammatoire

IgE: Immunoglobuline E

J: Jus

kg: kilogramme

LDH: Lactate déshydrogénase

LDL.: Low density lipoprotein

LPO: Lipid peroxidation

LTP: Long-term potentiation

MA: Maladie d'Alzheimer

MDA: Malondialdéhyde

mg: Milligramme

min: Minute

ml: Millilitre

mM: Millimole

MN: Micronoyaux

MPOC: Maladie pulmonaire obstructive chronique
MWM: Morris water maze

N: Nécrose

N: Normalité

Na2CO3: Carbonate de sodium
NADH: Nicotinamide adénine dinucléotide
ND: Dégénérescence neuronale

NE: Adrénaline

NF-KB : nuclear factor-kappa B
NFkB: Nuclear factor kappa B

nm: nanometre

NMDA: Acide N-méthyl-D-aspartique
NO: Nitric oxide

NOAEL: No Observable Adverse Effect Level
P. Punica

Pb: Plomb

PC3: prostate cancer cell

PGE?2 : La prostaglandine E2

PKC: Protein kinase C

ppm: partie par million

PTH: Hormone parathyroidienne
RNS: Reactive nitrogen species

ROS: Reactive oxygen species

rpm: Rotation per minute

S: Sinusoides

SD: Sinusoides dilatés

SOD: Superoxyde dismutase
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SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
TfR: Transferrine

TGF-B1: Transforming growth factor beta 1
TGF-B1: Transforming growth factor beta 1
TGO : Transaminase glutamo oxaloacétique®
TGP : Transaminase glutamo pyruvique
TMT: Triméthylétain

TNF a: tumor necrosis factor

U: Unité

V : Vacuolisation

VC: Veine centrolobulaires

VCD: Veine centrolobulaires dilatées

Zn* 2 lon zinc
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Introduction



Introduction

Les métaux lourds sont des constituants naturels de la cro(te terrestre et sont des
contaminants environnementaux non dégradés ou détruits (Duruibe et al., 2007). Leurs
multiples applications industrielles, domestiques, agricoles, médicales et technologiques ont
conduit a leur large diffusion dans I'environnement; suscitant des inquiétudes quant a leurs

effets potentiels sur la santé humaine et a I'environnement (Tchounwou et al., 2012).

Plusieurs études ont mis en évidence que I'exposition au plomb provoque de
nombreuses incidences pathologiques, notamment des dysfonctionnements physiologiques,
biochimiques et comportementaux variés dans le systeme nerveux périphérique et central, le
systeme circulatoire, cardiovasculaire, excréteur, métabolique et reproducteur chez I'homme
(Wani et al., 2015). Les principaux compartiments du corps qui stockent le plomb sont le

sang, les tissus mous et les os (Liu et al., 2013).

Le plomb, un toxique systémique affecte pratiquement tous les organes et
principalement le systeme nerveux central, en particulier le cerveau en développement
(Sanders et al., 2009). Saleh et al., (2017); ont constaté que le plomb produit une large gamme
d'effets toxiques y compris la neurotoxicité en particulier chez les jeunes et les enfants en
croissance. Dans le cerveau, les dommages induits par le plomb dans le cortex cérébral
préfrontal, I'hippocampe et le cervelet peuvent entrainer divers troubles neurologiques, tels
que les lésions cérébrales, un retard mental, des troubles du comportement, des lésions
nerveuses et possiblement la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la
Schizophrénie (Liu, 2013).

En effet, I'exposition au Pb perturbe le systeme aminergique dans le cortex cérébral, le
cervelet et I'nippocampe et peut contribuer aux troubles cognitifs et comportementaux (Devi
et al., 2005; Kharoubi et al., 2011).

En outre, Mason et al., (2004); ont révélé que I'exposition au plomb peut entrainer des
difficultés neuropsychologiques communément associées a l'intelligence, la mémoire, le
fonctionnement exécutif, Il'attention, la vitesse de traitement, le langage, les compétences

visuo-spatiales, les habiletés motrices et I'affect / humeur.

L'aluminium (Al) est une substance omniprésente a la fois naturellement (troisieme
élément le plus abondant) et intentionnellement (utilisée dans I'eau, les aliments, les produits

pharmaceutiques et les vaccins). Il est également present dans les particules atmospheriques
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ambiantes et professionnelles. Les données existantes soulignent I'importance des formes
physiques et chimiques de I'Al en ce qui concerne son absorption, son accumulation et sa
biodisponibilité systémique (Willhite et al., 2014).

L'aluminium (Al) est une neurotoxine environnementale qui affecte les fonctions
cérébrales et provoque des complications de santé (Prakash et al., 2013). Al est présent dans
le cerveau humain et il peut s'y accumuler avec l'age (Exley, 2014). L'exposition a I'Al

biodisponible peut provoquer des Iésions cérébrales (Tlzmen et al., 2015).

Les symptdmes neurotoxiques résultant de l'exposition a l'aluminium incluent des
troubles de la parole, de la dyspraxie, des tremblements, une paralysie partielle et un déclin
marqué de l'apprentissage et de la mémoire. En outre, plusieurs études chez l'animal ont
également montré que I'exposition a l'aluminium provoque des modifications
neuropathologiques, neurocomportementales, neurophysiques et neurochimiques, ce qui

entraine la réduction de la capacité d'apprentissage (Kaur et Gill, 2006).

Divers avantages pour la santé, y compris I'amélioration des fonctions
cardiovasculaires et cérébrales ont été liés a la consommation des polyphénols alimentaires
dérivés des fruits et des légumes (Kennedy et al., 2014). Ces composés sont capables de
protéger les cellules neuronales a travers diverses cibles intracellulaires testées dans différents

modeles in vivo et in vitro (Campos-Esparza Mdel et Torres-Ramos, 2010).

L'effet neuroprotecteur des polyphénols réside dans leur capacité a traverser la barriére
hémato-encéphalique et & neutraliser les radicaux libres et a chélater les ions des métaux de
transition (Aquilano et al., 2008). Youdim et al., (2003), ont démontré que les flavonoides et
certains métabolites sont capables de traverser le cerveau-sang, et que le potentiel de

perméabilité est compatible avec la lipophilie du composé.

En outre, les polyphénols possedent des propriétés qui peuvent combattre le stress
oxydatif et stimuler I'activation des molécules qui aident a la plasticité synaptique, affectant
ainsi un large éventail de mécanismes dans le cerveau qui peuvent aider au maintien de la
santé cognitive et mentale dans les maladies neurodégénératives (Gomez-Pinilla et Nguyen,
2012).

Les polyphénols ont été associés a un risque réduit de développer une démence, une
amélioration des performances cognitives dans le vieillissement normal et une amélioration de

I'évolution cognitive par leurs actions neuroprotectrices a travers le potentiel de protéger les

2
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neurones contre les lésions induites par les neurotoxines, une capacité a supprimer la

neuroinflammation et le stress oxydatif (Vauzour, 2012).

La grenade a un potentiel antioxydant éleve et plusieurs avantages pour la santé; des
propriétés anti-athérogenes, antihypertensives et anti-inflammatoires. La Grenade peut étre
utilisée dans la prévention et le traitement de diverses maladies: beaucoup de cancer, les
maladies cardio-vasculaires, I'arthrose, la polyarthrite rhumatoide, et d'autres pathologies. Ce
fruit est riche par plusieurs classes de composants chimiques tels que; les flavonoides, les
anthocyanes, l'acide punicique, les ellagitanins, les alcaloides, une partie des hydrates de

carbone, les acides organiques simples et d'autres composants (Zarfeshany et al., 2014).

Dans ce contexte bibliographique, notre travail de recherche se résume en deux

parties:

e Une premiere partie est consacrée a une revue bibliographique mettant I'accent sur les
métaux lourds (Aluminium et plomb) et la plante choisie.

e Une seconde décrit la partie expérimentale qui traite:

1. une étude in vitro consacrée a la phytochimie des extraits de Punica granatum (jus
et extrait méthanolique issu d'écorce); une extraction, un dosage quantitative des
polyphénols et une caractérisation qualitative par des tests phytochimiques, une
chromatographie sur une couche mince et enfin une HPLC-DAD pour le jus de

grenade.
2. une étude in vivo comprend:

a. une intoxication chronique par les métaux lourds (Aluminium ou Plomb) et un
traitement par les extraits de grenade pendant 90 jours.

b. l'impact des métaux lourds sur les paramétres neurologiques

C. une étude biochimiques qui portera sur la réalisation des dosages de
I'aluminium et du plomb au niveau du cerveau, une exploration de la fonction
hépatique par le dosage du TGP, TGO, Cholestérol, et un dosage du calcium.

d. une étude histologique du cerveau, foie et rein par la coloration hématoxyline
et éosine (H&E).

3. les résultats et discussion

Ce travail s'acheve par une conclusion et des perspectives.



PARTIE |

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



Chapitre 1

Meétaux lourds Al & Pb



Métaux lourds Pb & Al

1. Plomb
1.1 Généralités

Le Plomb est trouvé dans la nature en tant que cation divalent, formant principalement
des complexes stables avec le soufre. Du point de vue chimique, il appartient au groupe IVa
du tableau périodigque des éléments, il a relativement un rayon ionique important (1,2 A°) et
une forte électronégativité (2,33 dans I'échelle de Pauling), ce qui favorise ses interactions
avec la coordination des groupes de protéines (Godwin, 2001; Ahyayauch et al., 2013).

Le plomb (Pb) est un métal xénobiotique sans fonction essentielle connue dans la
croissance cellulaire, la prolifération ou la signalisation (White et al., 2007). Il peut
endommager différents systemes du corps y compris le systtme hématopoiétique, rénal et
squelettique, le systéme nerveux central étant sa cible principale (Wilson et al., 2000;
Ahyayauch et al., 2013) .

1.2 Sources d'exposition

Le plomb est un élément omniprésent dans I'environnement, il est utilisé dans de
nombreuses activités industrielles, notamment I'extraction, le raffinage et la production de

batteries au plomb (Figure 1).

L'exposition humaine au plomb se produit par I'intermédiaire de la nourriture, I'eau,
I'air, le sol, l'utilisation de la vaisselle en céramique, les boites de conserve et de la plomberie.
Une autre source importante d'exposition au Pb est la peinture détériorée dans les anciens
logements (White et al., 2007).

Le plomb est transféré dans la chaine alimentaire a I'nomme et aux animaux, sa
toxicité dépend de sa forme chimique administrée a I'animal, de la voie d'administration et de
la fréquence et de la durée administrées aux animaux (Baht et Moy, 1997; lbrahim et al.,
2017).

De plus, dautres sources de contaminations existent comme les fonderies, les

incinérateurs et les industries de fabrication de Pb (White et al., 2007).
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Figure 1: Sources d'exposition et les effets sur la santé humaine (Wani et al., 2015)
1.3 Toxicocinétique

Les principales voies d'exposition au plomb sont l'inhalation et I'ingestion.
L'exposition par inhalation au Pb est une voie d'absorption beaucoup plus efficace que
I'ingestion (Neal et Guilarte, 2013). Une fois absorbé, le Plomb est conjugué dans le foie avec
du glutathion ou une partie de celui-ci et son conjugué sont accumulés dans les tissus

hépatiques (Yagminas et al., 1990)

Une fois que le plomb atteint la circulation sanguine; il est excrété dans les urines et la
bile a un taux de clairance de 1 a 3 ml / min, avec une demi-vie d'environ 30 jours. Le plomb
restant se lie aux globules rouges, et se répartit dans les tissus et finira par s'accumuler dans
I'os. Bien que, la demi-vie du Pb dans le sang est seulement de 35 jours, dans le cerveau, elle

est environ de 2 ans et en os, il persiste des décennies. Pendant la grossesse et la période post-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3730883/#b0165
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partum, le Pb est libéré de I'os dans le sang augmentant ainsi les niveaux du plomb dans le
sang (Gulson et al., 1999) .

1.4 Les effets toxiques du plomb

Le plomb est une toxine environnementale omniprésente capable de provoquer de
nombreuses pathologies circulatoires, neurologiques, hématologiques, gastro-intestinales,

reproductives et immunologiques aigués et chroniques (Nemsadze et al., 2009).

Le plomb a été associé a diverses formes de cancer, de néphrotoxicité, d'effets sur le
systeme nerveux central et de maladies cardiovasculaires chez I'homme. La toxicité du plomb
est étroitement liée a I'adge, au sexe, a la voie d'exposition, a la solubilité, a I'oxydation du
métal, au pourcentage de rétention, a la durée d'exposition, a la fréquence d'absorption, au

taux d'absorption, aux mecanismes et a I'efficacité de I'excrétion (Pitot et Dragan, 1993).

1.4.1 Effets hématologiques

Le plomb affecte directement le systéme hématopoiétique en inhibant plusieurs
enzymes clés impliquées dans la voie de synthése de I'neme ce qui limite la synthese de
I'némoglobine. 1l réduit également la durée de vie des érythrocytes circulants en augmentant
la fragilitt des membranes cellulaires. Les séquelles combinées de ces deux processus

conduisent & I'anémie (Flora et al., 2012).

Le plomb agit sur la synthése de I'néme via son effet inhibiteur de I'ALA
déshydrogénase (ALAD), I'enzyme impliquée dans I'étape finale de la voie synthétique de
I'héme ce qui provoque une sorte d'anémie et un niveau accru d'acide 6-aminolévulinique, qui

est un agent neuropathogéne (Pearce, 2007) Figure 2.
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Figure 2: Synthése de I’héme. Le plomb inhibe I’ ALA-déshydratase, ’héme-synthétase et a

un moindre degré, la coproporphyrinogene-décarboxylase (Garnier., 2005).

1.4.2 Effets sur le systéme nerveux central

1.4.2.1 Neurotransmission et signalisation cellulaire

La neurotoxicité au plomb provoque une altération comportementale et neurochimique
des neurones en raison des changements et des perturbations des principaux composants
structuraux de la barriére hémato-encéphalique, a travers une Iésion primaire des astrocytes et

des dommages secondaires de la microvasculation endothéliale (Fischbein, 1999).

La capacité du plomb a traverser la barriéere hémato-encéphalique est due en grande
partie a sa capacité a se substituer aux ions calcium. Au niveau moléculaire, le plomb interfere
avec l'action régulatrice du calcium sur les fonctions cellulaires et perturbe de nombreuses

activités biologiques intracellulaires liés a ce métal (Sanders et al., 2009).
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Le plomb interfere également avec la libération des neurotransmetteurs, perturbant la
fonction des systemes GABAergique, dopaminergique et cholinergique, ainsi que l'inhibition
des canaux ioniques NMDA pendant la période néonatale (Verity, 1995).

1.4.2.2 Stress Oxydatif et Membrane

La toxicité primaire du plomb découle de sa capacité a provoquer un stress oxydatif en
induisant la génération des ROS, en réduisant le systeme de défense antioxydant des cellules
via I'épuisement du glutathion, en inhibant les enzymes sulfhydryl-dépendantes et / ou en

augmentant la susceptibilité des cellules a lI'attaque oxydante (Flora et al., 2012).

Le plomb induit un stress oxydatif qui joue un réle important dans les lésions
cérébrales (Soltaninejad et al., 2003). L'induction de la peroxydation lipidique et la génération
accrue des radicaux libres d'oxygéne dans des tissus de différents organes de souris apres
Iinhalation de l'acétate de plomb pendant 1 h suggérant I'induction de la génotoxicité et la
carcino-génotoxicité par des interactions indirects, tels que l'implication du stress oxydant
(\Valverde et al., 2001) .

Ye et al., (1999) ont signalé un taux sanguin de plomb corrélé positivement avec une
augmentation significative du taux de MDA plasmatique, comme mesure de la peroxydation

lipidique.
1.4.3 Effets rénaux

Le plomb peut exercer des effets toxiques sur plusieurs organes, mais ceux du rein
sont les plus insidieux. La néphropathie aigué par le plomb est caractérisée par un
dysfonctionnement tubulaire proximal avec le développement d'un syndrome de type Fanconi,
des altérations de la structure mitochondriale et le développement de corps d'inclusion
cytosoliques et nucléaires (Nolan et Shaikh , 1992).

L'effet du plomb sur la fonction rénale pourrait étre attribué a des altérations dans le

systeme antioxydant défensif, entrainant une Iésion rénale (lbrahim et al., 2012).

Deux types de néphropathie ont été observes chez I'nomme; la néphropathie aigué et
chronique. La néphropathie aigué du Pb est caractérisée fonctionnellement par un déficit
généralisé des mécanismes de transport tubulaire (syndrome de Fanconi) et
morphologiquement par I'apparition des modifications dégénératives de I'épithélium tubulaire
et des inclusions nucléaires contenant des complexes de protéines Pb. La néphropathie

chronique par le plomb est une maladie rénale irréversible qui se developpe apres des mois ou
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des années d'exposition excessive. Elle est associee a une forte incidence de
dysfonctionnement rénal, caractérisée par des modifications glomérulaires et tubulo-
interstitielles, entrainant une insuffisance rénale chronique, une hypertension et une

hyperuricémie (Rastogi, 2008).

1.4.4 Effets hépatiques

Le plomb est conjugué dans le foie avec le glutathion ou une partie de celui-ci et son
conjugué s'accumulent dans les tissus hépatiques conduisant a des fonctions hépatiques
altérées. Des études biochimiques ont montré que le plomb induit une réduction des taux de
lipides, du cholestérol et du glycogéne dans le foie et une augmentation de la peroxydation

lipidique hépatique (Jarrar et Taib, 2012).

L'exposition au plomb provoque une histopathologie hépatique prononceée, attestée par
des alternances histologiques dans le foie, notamment une nécrose focale avec des cellules
inflammatoires, une congestion, des sinusoides non visibles, un gonflement centrilobulaire,
une vacuolisation, un gonflement des hépatocytes, une désorganisation du parenchyme, une
dilatation de l'espace inter hépatocytaire et des caillots hémorragiques (Sharma et Pandey,
2010).

1.4.5 Effets sur I'os

Selon Pounds et al., (1991); l'intoxication au plomb modifie directement et

indirectement de nombreux aspects de la fonction des cellules osseuses:

Tout dabord, le plomb peut altérer indirectement la fonction des cellules osseuses en
modifiant en particulier la 1,25-dihydroxyvitamine D3, qui modulent la fonction des cellules
osseuses. Deuxiemement, le plomb peut modifier directement la fonction des cellules
osseuses en perturbant la capacité des cellules osseuses a répondre a la régulation hormonale.
Troisiemement, le plomb peut altérer la capacité des cellules a synthétiser ou a sécréter
d'autres composants de la matrice osseuse, comme le collagene ou les sialoprotéines osseuses
(ostéopontine). Enfin, le plomb peut directement affecter ou remplacer le calcium dans les
sites actifs du systeme messager du calcium, entrainant une perte de la régulation

physiologique
1.4.6 Effets digestifs

Un des systemes importants qui sont touchés par le plomb est le tractus gastro-

intestinal parce que le plomb ingéré est directement absorbé par ce dernier. Le plomb
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provoque des changements importants dans la prolifération et la différenciation des cellules

duodénales au cours du développement (Sharma et Barber, 2012).

1.4.7 Effets respiratoires

Il est suggéré que la pollution par le plomb peut contribuer a la pathogenese des
cancers pulmonaires, de lI'asthme, de la MPOC, mais il n'y a pas encore de résultat satisfaisant
a cet égard (Khazdair et al., 2012). L'exposition au plomb peut étre associée a une production
excessive d'immunoglobuline E, ce qui pourrait augmenter le risque d'asthme (Joseph et al.,
2005). Des résultats récents indiquent que le plomb peut étre un facteur de développement de
I'asthme en modifiant le stress oxydatif, les réponses immunitaires et inflammatoires
(Farkhondeh et al., 2014).

1.4.8 Effets cardiovasculaires

Les effets cardiovasculaires du plomb ne se limitent pas a l'augmentation de la
pression artérielle et I'hypertension. L'exposition au plomb a également été associée a une
augmentation de l'incidence des criteres cardiovasculaires cliniques tels que la
coronaropathie, l'accident vasculaire cérébral et la maladie artérielle périphérique et d'autres
anomalies des fonctions cardiovasculaires telles que I'hypertrophie ventriculaire gauche et les
altérations du rythme cardiaque. L'exposition aigué au plomb affecte la fonction cardiaque et
que l'exposition chronique a été liée a l'athérosclérose et a l'augmentation de la mortalité

cardiovasculaire (Navas-Acien et al., 2007; Vaziri et Gonick, 2008).
1.4.9 Effets sur la reproduction

Le plomb est connu pour causer un certain nombre de résultats défavorables chez les
hommes et les femmes. Les effets signalés chez les hommes incluent une baisse de la libido,
des effets sur la spermatogenése (motilité et nombre réduits, morphologie normale accrue),
Iésions chromosomiques, infertilité, fonction prostatique anormale et changements dans la
testostérone sérique. Les effets chez les femmes incluent l'infertilité, la fausse couche, la
rupture prématurée de membrane, la pré-éclampsie, I'hypertension de grossesse et

I'accouchement prématuré (Winder, 1993)
1.4.10 Effets tératogéenes

Le plomb peut facilement traverser le placenta chez les meres enceintes exposées au
plomb (Leiba et al., 2010; Sadeghi et al., 2013). Des expositions élevées au Pb chez les

femmes enceintes peuvent causer un faible poids du nourrisson a la naissance, une
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prématurité, des fausses couches, ou mort-né. En outre, lorsque le niveau du Pb dans le sang
maternel augmente, les niveaux de Pb dans le lait maternel augmentent également, ce qui pose

un risque supplémentaire pour le nouveau-né (Li et al., 2000).
1.4.11 Effets mutagénes

Le plomb semble toucher les acides nucléiques par un meécanisme inconnu, ce qui
suscite des inquiétudes concernant les anomalies chromosomiques et la régulation génétique
(Sadeghi et al., 2013). Le stress oxydatif peut conduire a des modifications de I'ADN de
plusieurs facons qui implique des sites abasiques, des cassures d’/ADN simple ou double brin,
des mutations, des délétions ou des translocations, des transversions et la réticulation avec des
protéines. La plupart de ces modifications de I'ADN sont trés pertinentes pour la
carcinogenese, le vieillissement et les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires et auto-
immunes (Birben et al., 2012; Cui et al., 2012).

1.5 Thérapie chélatrice du Plomb

Dimercaprol, éthylénediamine tétra acétique de calcium disodique (CaNa2EDTA) et
I’acide dimercaptosuccinique ou DMSA sont les trois agents principalement utilisés pour la

chélation (Gracia et Snodgrass, 2007).

La chélation du plomb avec I'EDTA calcium disodique implique I'échange d'un ion
calcium central de I'antidote par un ion de plomb (Pb®"), un processus qui est assisté par le fait
que le complexe calcique est beaucoup moins stable que le complexe plomb. Le chélate de

plomb formé est excrété par filtration glomérulaire (Bradberry et Vale, 2009).

Ce médicament chélateur a des effets secondaires graves principalement les
insuffisances  rénales, les arythmies, la tétanie, I'hypocalcémie, [I'hypotension,
appauvrissement de la moelle osseuse, le temps de saignement prolongé, les convulsions,
I'arrét respiratoire. D'autres effets indésirables peuvent inclure la fatigue, les maux de téte, la
fievre, la congestion nasale, larmoiement, les lésions cutanéo-mugueuses, la glycosurie, la
myalgie, I'népatotoxicité et des symptdbmes gastro-intestinaux (Flora et Vidhu Pachauri,
2010).

Le DMSA est un chélateur efficace qui chélate principalement le plomb rénal. Il est
géneralement bien toléré, mais peut parfois occasionner des effets indésirables cliniquement
importants (Bradberry et Vale, 2009). La chélation implique la coordination du Pb?* avec un

atome d'oxygene et un atome de soufre du DMSA (Rivera et al., 1989).
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2. Aluminium
2.1 Généralités

Aluminium est I'un des métaux les plus abondants de la crolte terrestre et qui
représente environ 8 % du total des composants minéraux. Dans la nature, Al est présent sous
forme d'un cation trivalent (AI3%). 1l n'existe pas a I'état pur mais toujours combiné avec
d'autres éléments tels que le chlorure, I'nydroxyde, le silicate, le sulfate et le phosphate. La
large distribution assure le risque d'exposition humaine et des dommages (Zhang et Zhou,
2005). 1l peut se lier a I'oxygene et a des composés contenant de I'azote, en particulier aux
phosphates organiques et inorganiques grace a ces types d'interactions, Al se lie a de

nombreuses macromolécules biologiques (Ganrot, 1986 ).

Aluminium n'a aucune fonction biologique. Au contraire, son accumulation dans les
tissus et les organes entraine une toxicite et leur dysfonctionnement, ces effets sont
généralement corrélés avec la concentration locale du métal (Yokel et al., 2008). Al se lie a
diverses protéines liant les métaux et perturbe I'homéostasie d'autres métaux tels que le
magnésium, le calcium et le fer: en fait, Al imite ces métaux dans leurs fonctions biologiques

et déclenche de nombreuses altérations biochimiques (Kawahara et Kato-Negishi, 2011).

2.2 Sources d'exposition

L'aluminium se trouve naturellement dans les silicates, la cryolite et la roche de
bauxite. Les processus naturels représentent la majeure partie de la redistribution de
I'aluminium dans I'environnement. La précipitation acide mobilise lI'aluminium a partir des
sources naturelles, et les rejets anthropiques directs de composés d'aluminium associés aux
processus industriels se produisent principalement dans I'air. Certaines utilisations conduisent
a la présence d'aluminium dans I'eau potable et les denrées alimentaires (Krewski et al.,
2007), et l'utilisation d'un certain nombre de produits cosmétiques et pharmacologiques
(Yokel et al., 2008).

2.3 Toxicocinétique

L'exposition a Al se produit par diverses voies, y compris l'inhalation, I'ingestion et
I'absorption dermique. En raison de son abondance dans de nombreux produits alimentaires,
son ingestion a été la voie prédominante de la facon dont il gagne les systémes biologiques
humains (Krewski et al., 2007; Yokel et McNamara, 2001) Figure 3.
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Les sites d'absorption d'aluminium sont la cavité nasale (Yokel et McNamara, 2001),
le tractus gastro-intestinal (eau potable et nourriture) (Ittel, 1993), la peau (antitranspirant)
(Exley, 2004 a), I'épithélium olfactif et oral (Roberts, 1986), épithélium pulmonaire (Barr et
al., 1993) et par injection intramusculaire (vaccins), peuvent éventuellement étre absorbés
(Yokel et McNamara, 2001, Kashiwagi et al., 2014).

Dans le sang, I’aluminium se retrouve majoritairement dans la fraction plasmatique,
li¢ de fagon préférentielle a la transferrine (80 %), mais également a 1’albumine (10 %) et a
des protéines de bas poids moléculaire, formes de transport qui vont favoriser son stockage

vers certains organes cibles (Gourier-Freéry et Frér, 2004).

Les effets toxiques de I'aluminium s'observent au niveau du cerveau, des os, du sang,
du cceur, foie et la rate (Willhite et al., 2014). Le cerveau est le principal organe cible de son
accumulation (Kaneko et al., 2004). Il peut traverser la barriére hémato-encéphalique (Zatta et
al., 2002), et s'accumuler dans toutes les régions du cerveau, la plupart étant dans
I'nippocampe (Kaur et al., 2006 b). L'os semble étre un puit important pour I'Al absorbé.
Plusieurs études ont montré le role de I'Al dans les troubles osseux tels que I'ostéomalacie et

I'ostéoporose (Chary-Valckenaere et al.,1994).

Aprés absorption gastro-intestinale (ou injection intra péritonéale), I'aluminium est
véhiculé par l'intermédiaire de la circulation portique vers le foie, ou il subirait une
biotransformation de premier passage; c'est-a-dire, une grande partie est retirée de la

circulation sanguine (Day et al., 1994).

Les reins éliminent efficacement I'aluminium du corps humain (Brown et al., 2008).
L'élimination d'Al est principalement rénale avec 2% de la fraction absorbée est excrété dans
la bile (Robert et al., 2001). Différents mécanismes d'excrétion rénale de Al ont été suggéreés.
Celles-ci comprennent la filtration glomérulaire (Yokel et McNamara, 1985), la réabsorption
tubulaire de I'Al filtré et sa sécrétion dans le néphron distal (Shirley et Lote, 2005) et
I'excrétion dans les tubules distaux (Al-Hashem, 2009). Ainsi, I'Al accumulé dans les reins
induit une toxicité rénale (Exley, 2004 b). Si une charge importante supérieure a la capacité
d'excrétion de I'organisme, I'exces est déposé dans divers tissus , y compris les os, le cerveau ,
le foie, le cceur, la rate, et le muscle. Cette accumulation entraine une morbidité et la mortalité
a travers divers mécanismes (Bernardo et al., 2010). En outre, I'arrét de I'exposition est suivi
d'un relargage a partir des os et d'une excrétion urinaire pendant plusieurs mois ou années
(Testud, 1998).
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Figure 3: Absorption quotidienne et distribution de 1’aluminium dans I’organisme humain
(Gourier-Freéry et Fréry, 2004)

2.4 Les effets toxiques de I'aluminium
2.4.1 Effets hématologiques

Aluminium provoque une anémie normo-ou microcytaire, car il perturbe la maturation
des cellules érythroblastiques en série et la biosynthése de I'neme; Il diminue la résistance
osmotique des globules rouges. L'aluminium inhibe les mécanismes défensifs liés aux
globules blancs et aux macrophages. Un certain nombre de processus, a savoir l'activité
hémolytique de I'aluminium, la durée de vie plus courte des cellules sanguines ou le processus
d'érythropoiese perturbé, sont responsables des changements hématologiques (Osinska et al.,
2004).

2.4.2 Effets sur le systeme nerveux central
2.4.2.1 Stress Oxydatif et Membrane

Le chlorure d'Al accélére la peroxydation lipidique (LPO), une activité réduite de
I'acétylcholine estérase (AChE) et réduit les niveaux de superoxyde dismutase (SOD), de
catalase (CAT), de glutathion réduit (GSH) et de glutathion-S-transférase (GST).
L'augmentation des radicaux oxygénés et la perte de I'némostasie cellulaire provoquent un

stress oxydatif qui conduit a une dysfonction cognitive (Amjad et Umesalma, 2015)

L'augmentation de du taux d'aluminium dans le cerveau est capable de stimuler la

génération de radicaux libres. Diverses études in vitro montrant que les radicaux libres sont
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capables de favoriser la dégénéerescence et la mort des neurones. Les produits oxydants libérés
dans les neurones sont l'alondialdéhyde, les carbonyles, les peroxynitriles, les nitrotyrosines et
les enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), I'némoxygénase-I, etc (Markewberry,
1994).

Al altere I'état redox cellulaire en inhibant les enzymes impliquées dans la défense
antioxydante qui neutralisent les radicaux libres ce qui se traduit par une diminution
significative des activités de la SOD et de la catalase dans le cerveau, I'némisphere cérébral et
le tronc cérébral apres exposition a I'Al (Nehru et Anand, 2005).

2.4.2.2 Neurotransmission et signalisation cellulaire

Le chlorure d'Al est cholinotoxique et produit un changement fonctionnel dans la
neurotransmission cholinergique et noradrénergique. Acetyl cholinestérase est responsable du
métabolisme de I'acétylcholine en métabolites inactifs, la choline et l'acétate dont les
altérations causent des changements neurocomportementaux, notamment la mémoire et la
fonction cognitive (Amjad et Umesalma, 2015). Selon Maya et al., (2016) et Maheswari et
al., (2014), le potentiel cholinotoxique de I'Al est une conséquence du stress oxydatif.

Beaucoup d'études ont indiqué que I'exposition a Al entravait I'expression des
récepteurs du glutamate et de la fonction hippocampique, bien que les mécanismes sous-

jacents restent insaisissables (Cao et al., 2016).

L'aluminium est responsable de deux principaux types de dommages toxiques dans les
cellules. En tant que pro-oxydant, I'aluminium provoque des dommages oxydatifs a la fois par
lui-méme et en synergie avec le fer. L'aluminium entre également en compétition avec les
métaux essentiels ou les remplace - principalement le Mg2*, le fer et les ions Ca2’- et les

protéines et leurs cofacteurs (Walton, 2012).

La perturbation du métabolisme des neurotransmetteurs de la monoamine dans le
cerveau, resultant de [l'inhibition de la dihydroptéridine réductase par l'aluminium, a
également été suggérée comme une source potentielle de signes cliniques d'intoxication par

I'aluminium (Goncalves et Silva, 2007).
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2.4.3 Effets rénaux

Une détérioration significative de l'architecture et de la fonction rénale aprés une
exposition a I'AICI3. Ceci s'est accompagné par une augmentation du stress oxydatif et de
I'inflammation rénale, ce qui suggere une forte activité prooxydante de I'AICI3 malgré son état
non rédox (Al Dera, 2016).

L'accumulation de lI'aluminium dans le tissu rénal affecte le métabolisme cellulaire,
favorise le stress oxydatif et induit des altérations du transport au niveau des tubules rénaux,
ainsi qu'une altération de I'équilibre hydrique et sodique (Mahieu et al., 2003). En effet,
I'accumulation d'Al dans le rein a été associée a une détérioration de la fonction rénale (Al-
Hashem, 2009)

2.4.4 Effets hépatiques

L'aluminium (Al) induit une cholestase associée a des multiples altérations dans les
transporteurs hépatocellulaires impliques dans la fonction sécrétoire de la bile. Ces données
indiquent que le stress oxydatif joue un réle crucial dans la cholestase, les lésions
hépatocellulaires apoptotiques / nécrotiques et l'altération de la fonction de transport du foie
induite par Al (Gonzalez et al., 2007).

L'administration orale d'aluminium donne lieu a des altérations de I'architecture des
hépatocytes, a un metabolisme cellulaire accru, & une infiltration de cellules inflammatoires, a
des variations nucléaires telles que la pyknosis, la karryorrhexis témoignant d'un hépatite
toxique (Agarwal et Jain, 2011).

2.4.5 Effets sur I'os

L'aluminium affecte les os et provoque des perturbations dans les niveaux de
phosphore et de calcium, ce qui est démontré principalement par I'ostéomalasie (Osinska et
al., 2004).

Dans l'os, des doses élevées d'Al inhibent le remodelage, ralentissant a la fois les
activités ostéoblastiques et ostéoclastiques provoquant I'ostéomalacie et la maladie osseuse
adynamique. En revanche, Il a été démontré que l'aluminium a une action mitogénique a
I'ostéoblaste, mais que I'effet de la résorption sur les modifications ostéoblastiques de I'activité
ostéoclastique n'a pas encore été déterminé. Les taux d'hormone parathyroidienne (PTH) sont

perturbés par I'Al chez les humains et les animaux (Jeffery et al., 1996).
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2.4.6 Effets digestifs

L'aluminium augmente l'intensité et la durée de l'inflammation de I'activité de la
myéloperoxydase colique, I'expression des cytokines inflammatoires et diminue le
renouvellement des cellules épithéliales. Dans des conditions basales, I'aluminium altere la
fonction de la barriere intestinale. Ces effets déléteres de I'aluminium suggerent fortement que
I'aluminium pourrait é&tre un facteur de risque environnemental (Pineton de Chambrun et al.,
2014) .

2.4.7 Effets respiratoires

L'exposition a des polluants atmosphériques dans I'industrie de I'aluminium primaire
peut conduire au développement de symptomes asthmatiques, ainsi qu'a une réduction de la

fonction respiratoire (Kongerud et al., 1990).

Aluminium a été associée a une pneumoconiose dans certaines circonstances
d'exposition. Plusieurs études ont montré que I'exposition a la poussiere et aux fumées
d'aluminium peut altérer la fonction pulmonaire. En effet, la fibrose pulmonaire, I'alvéolite
pulmonaire et la protéinose alvéolaire, I'asthme, la bronchite chronique et la pneumonie
chronique ont été signalés dans des milieux qui contiennent des polluants professionnels
(Elserougy et al., 2012).

2.4.8 Effets cardiovasculaires

L'aluminium provoque une cardiotoxicité qui se traduit par une diminution de l'indice
anti-athérogene et une augmentation de l'indice de risque coronarien. Ces marqueurs de la
toxicité cardiaque pourrait étre attribuée a la fois au stress oxydatif du myocarde et au
métabolisme lipidique délétere (Algayim, 2015). Le mécanisme par lequel Al produit des
effets de cardiotoxicité peut étre attribué au stress oxydatif et a la perturbation du systeme

redox intracellulaire (Ghorbel et al., 2017).

2.4.9 Effets sur la reproduction

L'ingestion du chlorure d'aluminium entraine une diminution de la mobilité des
spermatozoides, du nombre de spermatozoides et du taux de spermatozoides vivants / morts
ainsi des anomalies totales du spermatozoide et un dysfonctionnement testiculaire (Ighodaro
et al., 2012). Wang et al., (2011) ont montré que la sécrétion des hormones sexuelles E2, P,

LH et FSH chez les rattes est inhibée par une exposition chronique a aluminium.
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2.4.10 Effets tératogénes

Il est maintenant bien établi que Al peut étre une toxine embryonnaire / feetale en
fonction de la voie d'exposition et / ou de la solubilité du composé Al administré. Bien que le
chlorure d'Al a été jugé embryotoxique et tératogene lorsqu'il a été administré par voie

parenterale a des rats et a des souris (Domingo et al., 2000).
2.4.11 Effets mutagénes

Les composés aluminiques peuvent se lier a I'ADN et a I'ARN et inhiber des enzymes
telles que I'hexokinase, les phosphatases acides et alcalines, la phosphodiesterase et la

phosphooxydase (Ochmanski et Barabasz, 2000).
2.5 Thérapie chélatrice de I'aluminium

La déferoxamine (DFO), isolée de Streptomyces pilosus, est un chélateur d'aluminium
assez bien établi. Le DFO a une affinité pour le fer ferrique de presque neuf ordres de
grandeur au-dessus de celle de I'aluminium. Cependant, les effets secondaires de la thérapie
par le DFO incluent I'hyperparathyroidie (potentiellement due a l'atténuation de I'effet
inhibiteur de l'aluminium sur la fonction de la glande parathyroide lors de la chélation),
I'nypocalcémie (postulée a se produire en raison d'une augmentation permissive du calcium
osseux apres chélation de I'aluminium), et diminution de la ferritine (secondaire aux effets de
chélation du fer ferrique du DFO) (Smith, 2013).
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Chapitre 2

Punica granatum L



1. Généralités

Plusieurs recherches ont montré I'efficacité des plantes médicinales et la nutrition sur
I'amélioration de la toxicité induite par les métaux. lls affectent la biodisponibilité, la toxico-
dynamique et le transport vers les organes cibles, et influencent les réponses fonctionnelles
immunologiques, biochimiques ou cytologiques aux métaux lourds (Chukwuemeka et al.,
2012).

Les propriétés chélatrices, prophylactiques et curatives de I'Allium sativum ( Ail)
(Obioha et al., 2009, Kumar et al., 2017), de Garcinia kola (Nwokocha et al., 2010),
Sarcocornia perennis L (Gargouri et al., 2017), d'indigofera oblongifolia (Dkhil et al.,
2016), de Ginkgo biloba (Mohamed et Abd EI-Moneim, 2017) et de Ziziphus Jujube Mill

(Cheng et al., 2012) ont été rapportées liés principalement a leurs propriétés antioxydantes.

En général, un antioxydant peut prévenir la toxicité des métaux lourds de trois facons
(Garcia et Gonzalez, 2008, Flora, 2012):

e Eninactivant les ROS générés au niveau moléculaire, mettant ainsi fin a la réaction en
chaine radicalaire (rupture de chaine).

e En chélatant le métal et en empéchant la formation supplémentaire des ROS.

e En chélatant le métal et en le maintenant dans un état redox, ce qui conduit a son

incompétence pour réduire I'oxygene moléculaire.

2. Punica granatum

2.1. Généralités

Punica granatum, communément appelée grenade, est un membre de la famille des
monochéniques, Punicaceae. Un Arbuste de 2-5 m tres rameux. Feuilles opposées oblongues,
luisantes. Fleurs d'un rouge écarlate, grandes, 20-25 mm, par 1-3 a l'aisselle des feuilles.
Calice longuement campanulé coriace, rouge orangé a 5-7 lobes. Pétales 5-7. Etamines trés
nombreuses. Fruit volumineux couronné par la partie supérieure du calice, a graines
nombreuses (grenades) cultivé partout et souvent sub spontané dans le Tell (Quezel et santa,
1962).

19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nwokocha%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23225964
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28675318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28241996

Figure 4: Punica granatum

Cette espece végétale a été cultivée au Moyen-Orient, il y a plus de 5 000 ans et a été
utilisée en médecine Siddha, Ayurveda et Unani est considéré "une pharmacie a part entiére"
(Akter et al., 2013). La grenade est un symbole de la vie, de la longévite, de la santé, de la
féminité, de la fécondité, du savoir, de la moralité, de I'immortalité et de la spiritualité, sinon
de la divinité (Mahdihassan, 1984; Lansky et Newman, 2007; Charles, 2012).

En Algérie, les variétés les plus cultivées en Oranie seraient : Tendral (appelée Molla),
Blanca, Si Hueso, Colorado. Plusieurs sortes de grenadier sont signalées dans des petits jardin
en Kabylie, on ne connait que leur I’appellation locale (Lahlou, Elmouze, ..). Quatorze
variétés sont actuellement autorisées a la production et a la commercialisation par 1I’Etat;
Espagne rouge, Gajin Selection, station Corda, travita, Sefri, Chelfi, Moller huesso,
Zemdautomne, Doux de kolea, Mellisse Sulfani, Messaad, Papers shell, Spanish duoy
(INRAA, 2006).

Selon Lansky et Newman (2007), environ 67% du fruit de la grenade est constitué de
d'écorce, tandis que les graines et le jus représentent respectivement environ 3 et 30% du

poids du fruit. Les graines renferment environ 30% d'huiles.

La grenade possedent diverses propriétés pharmacologiques et toxicologiques, y
compris des activités antioxydantes, anti-inflammatoires (en inhibant les cytokines pro-
inflammatoires), anticancéreuses et anti-angiogéniques (Rahimi et al., 2012).
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Au cours de la derniére décennie, plusieurs études sur les propriétés antioxydantes,
anti-cancérigenes et anti-inflammatoires des constituants de la grenade ont été publiées,
portant sur le traitement et la prévention du cancer, des maladies cardiovasculaires, du
diabete, des affections dentaires et des dommages des rayons ultraviolets. D'autres
applications potentielles incluent I'ischémie cérébrale infantile, I'infertilité masculine, la
maladie d'Alzheimer, I'arthrite et I'obésité (Bhandari, 2012).

2.2 Aspects ethnobotaniques de P. granatum
2.2.1. Classification botanique

Le grenadier, Punica granatum, a été décrit par Linné et introduit dans sa
classification en 1753. Telle est cette classification (Spichiger et al., 2004 in Wald, 2009):

- Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae

Genre : Punica

- Espere : P. granatum

Cette classification a été révisée en 2003, donnant naissance a la classification
phylogénétique APGII, qui comporte 457 familles réparties dans 45 ordres. Au sein de cette
classification, la position du grenadier est (Spichiger et al., 2004 in Wald, 2009):

Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées

Ordre : Myrtales

Famille : Lythraceae

Genre : Punica

Espéce: Punica granatum
2.3 Phytochimie de P. granatum

La grenade est une source riche de nombreux composés phénoliques, y compris les
ellagitannins (punicalagine, punicaline, pedonculagine, acide gallagique, acide ellagique,
ellagitannins et gallotannins), anthocyanes (cyanidine, delphinidine et pélargonidine
glycosides), flavonoides (quercétine, kaempferol et luteoline glycosides) (Chaudhari et al.,
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2014; Carballo et al., 2009) et des acides phénoliques tels que l'acide caféique, l'acide
chlorogénique, l'acide o-coumarique, l'acide p-coumarique, l'acide ferulique, syringique,
vanillique, phlorodizine, la rutine (Chaudhari et al., 2014; Gundogdu et Yilmaz, 2012).

La part comestible des fruits de grenade (50%) se compose de 40% d'arilles et de 10%
de graines. Les arilles contiennent 85% d'eau, 10% de sucres totaux, principalement le
fructose et le glucose et 1,5% de pectine, I'acide organique, comme l'acide ascorbique, I'acide
citriqgue et l'acide malique, et les composés bioactifs comme les phénoliques et les
flavonoides, principalement les anthocyanes (Viuda-Martos et al., 2010).

Les composés phénoliques identifiés dans les jus de grenade fraichement préparés
étaient I'acide gallique, l'acide protocatéchique, I'acide chlorogénique, I'acide caféique, I'acide
férulique, les acides o- et p -coumariques, la catéchine, la phloridzine et la quercétine

(Poyrazoglu et al., 2002).

Les arilles contiennent la delphinidine-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside,
delphinidine-3,5-diglucoside, cyanidine-3,5-diglucoside, pélargonidine-3,5-Le diglucoside et
le pélargonidine-3-glucoside, le delphinidine-3,5-diglucoside étant I'anthocyanine principale
du jus de grenade (Syed et al., 2006).

12 a 20% du poids total de graines de grenade comprend de I'huile de graines et
possede plus de 70% d'acides linoléiques conjugués. Le composant acide gras de I'huile de
graine de grenade comprend plus de 95% de I'huile, dont 99% sont des triacylglycérols. Les
composants mineurs de I'huile comprennent les stérols, les stéroides et un composant clé des

gaines de myéline de mammiferes, le cérébroside (Sreekumar, 2014).

L'écorce, est une source importante de composes bioactifs tels que les composés
phénoliques, les flavonoides, les ellagitanins et les composés proanthocyanidiniques, les
minéraux, principalement le potassium, l'azote, le calcium, le phosphore, le magnésium et le

sodium; polysaccharides complexes (Viladomiu et al., 2013).

Les flavonoides, les tanins hydrolysables et les tanins condensés sont les principaux
polyphénols de la grenade. Les anthocyanes, qui conférent une couleur rouge aux arilles, sont
les plus abondantes et responsables des bienfaits potentiels pour la santé. Plus de 18 tanins
hydrolysables ont été signalés dans les feuilles, I'écorce et les fruits, parmi lesquels les
gallotannins, ellagitannins, punicalgin et punicalin qui sont les antioxydants les plus puissants

de la grenade. D'autres composés phytochimiques rapportés dans la grenade comprennent la
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catéchine et les procyanidines, les acides organiques, les acides phénoliques, les stérols, les
terpénoides, les acides gras, les triglycérides, les alcaloides et certains autres composés
(Sharma et Maity, 2010).

Les fleurs contiennent également différents composés dont les plus abondants sont les
polyphénols (I'acide gallique et I'acide éllagique) des triterpénes (acide oléanolique, I'acide
ursolique, maslinique et asiatique), aussi un seul stérol (daucostérol) et un seul flavonoide
(punicaflavone), ces composés ont montré une importante valeur médicinale et biologique

importante (Eren et al., 2014).
2.4 Activités thérapeutiques de P. granatum

Le fruit de grenade présente de fortes propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes,
anti-obésité et antitumorales, menant ainsi a une popularité accrue en tant qu'aliment
fonctionnel et source nutraceutique depuis I'Antiquité. Il peut étre divisé en trois parties: les
graines, I'écorce et le jus, qui semblent tous avoir des vertus medicinales. De nombreux effets
bénéfiques sont liés a la présence d'acide ellagique, d'ellagitanins (y compris les
punicalagines), d'acide punicique et d'autres acides gras, de flavonoides, d'anthocyanidines,
d'anthocyanes, de flavonols cestrogéniques et de flavones, qui semblent étre ses composants

thérapeutiques les plus bénéfiques (Viladomiu et al., 2013)

Plusieurs  tanins, flavonoides, anthocyanidines avec  diverses activités
pharmacologiques et biologiques, Anti-inflammatoire (Chia-Jung et al., 2010), anti-diarrhée,
antitumorale (Khan et al., 2007), antihépatotoxicité (Kaur et al., 2006a), anthelminthique,
anti-lipoperoxydation (Reddy et al., 2007), anti-ulcére (Ajaikumar et al., 2005), anti-bactérien
(Al-Zoreky, 2009), anti-virale (Zhang et al., 1995), antidépresseur (Junko et al., 2004) ont été

identifiés dans la grenade.
2.4.1. Activité antioxydante de P. granatum

L'extrait de fleur de grenade élimine efficacement les radicaux libres tels que les
espéeces réactives d'oxygene (ROS), les espéces réactives d'azote (RNS), le superoxyde (02-),
le peroxyde d'hydrogene (H202), les radicaux hydroxyles (-OH) et de I'oxyde nitrique (NO).
Ce qui fait de cet extrait un puissant inhibiteur des dommages oxydatifs des biomolécules
(Kaur et al., 2006). L'effet protecteur du jus de grenade peut étre di a la fois a une
augmentation de l'activité du systeme de défense antioxydant et a une inhibition de la

peroxydation lipidique et de la production d'oxyde nitrique ( Al-Olaya et al., 2014).
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L'activité antioxydante de la grenade provient principalement des groupements
hydroxyles des composés phénoliques et des doubles liaisons qui entrent dans la structure des
tanins, des flavonoides et des acides gras insaturés. Des corrélations linéaires significatives et
positives ont été trouveées entre les capacités antioxydantes totales et le contenu phénolique, ce
qui indique que les composés phénoliques sont des antioxydants dominants du grenadier
(Surveswaran et al., 2007, Wang et al., 2010).

2.4.2 Activité anti-inflammatoire de P. granatum

Schubert et al., (1999) ont montré que le jus fermenté et les flavonoides de I'huile de
graine de grenade pressée a froid inhibaient in vitro les enzymes de la cyclooxygénase et de la
lipoxygénase et ont montré une forte activité antioxydante. De plus, des études suggerent que
les composes biodisponibles dérivés des extraits de grenades peuvent exercer un effet anti-
inflammatoire en inhibant la production de PGE2 et de NO induite par les cytokines
inflammatoires in vivo (Shukla et al., 2008).

L'acide punique se trouve principalement dans les graines de grenades. il exerce un
effet anti-inflammatoire en inhibant I'amorcage induit par le TNF-o de la NADPH oxydase et
la libération de myéloperoxydase. Ainsi, il pourrait étre une nouvelle stratégie thérapeutique

alternative dans les maladies inflammatoires (Aruna et al., 2015)

De Nigiris et al., (2007) ont montré qu'une supplémention quotidienne en extraits de
grenades (jus et écorce) diminue significativement 1’expression des marqueurs inflammatoires
vasculaires, la trombospondine et la cytokine TGF-B1 et une augmentation significative de
I’expression de 1'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) chez un model de syndrome

métabolique.

Les composants anti-inflammatoires de I'extrait d'écorce de grenade, a savoir la
punicalagine, la punicaline, la strictinine A et la granuline B réduisent significativement la
production d'oxyde nitrique et de PGE2 en inhibant I'expression des protéines pro-
inflammatoires. Ce qui fait d'eux une mesure de traitement trés efficace contre les troubles

inflammatoires (Ismail et al., 2012).
2.4.3 Activité anti-carcinogéne

Les grenades sont une source extrémement riche en plusieurs flavonoides
polyphénoliques complexes tels que les anthocyanes, les tanins hydrolysables tels que la

punicaline et l'acide ellagique ainsi que les acides gras tels que l'acide punicique. Il a été
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démontré que ces composes ont des effets antitumoraux puissants prometteurs en raison de
leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et inductrices d'apoptose (Bishayee et
Darvesh, 2012).

Malik et Mukhtar, (2006) ont démontré que I'extrait de fruit de grenade a entrainé une
inhibition de la croissance cellulaire suivie d'une apoptose de cellules PC3 de carcinome

prostatique humain hautement agressif.

Malik et al., (2005) suggérent que le jus de grenade peut avoir des effets
chimioprévention ainsi que des effets chimiothérapeutiques contre le cancer de la prostate

chez I'homme.

La grenade évoque des effets antiprolifératifs, anti-invasifs et antimétastatiques, induit
I'apoptose par la modulation des protéines Bcl-2, régule a la hausse p21 et p27 et a la baisse
du réseau cycline-cdk. En outre, la grenade blogue l'activation des voies inflammatoires, y
compris, mais sans s'y limiter, la voie NF-KB. La plus forte preuve de son activité

anticancéreuse provient d'études sur le cancer de la prostate (Turrini et al., 2015).

La grenade a indiqué des effets antiprolifératifs, anti-métastatiques et anti-invasifs sur
différentes lignées de cellules cancéreuses in vitro, in vivo et essai clinique. Toutes les parties
de la grenade telles que la peau, le jus et I'huile ont montré des activités anticancéreuses
comprenant une interférence avec la prolifération des cellules tumorales, le cycle cellulaire et

I'angiogenese (Bassiri-Jahromi et al., 2018).
2.5 Toxicité et risque d'interaction

Du point de vue toxicologique, le jus de fruit, les extraits et les préparations de
grenade ont prouvé leur innocuité (Ismail et al., 2012). L'administration orale répétée de
fortes teneurs de ellagitannin et de punicalagin de dérivées de grenade a des rats pendant 37

jours est non toxique (Cedra et al., 2007).

En effet, Vidal et al., (2003) ont montré que I'extrait de fruit entier n'a produit aucun
effet toxique en termes d'apport alimentaire, de prise de poids, de parametres
comportementaux, biochimiques et histopathologiques. La DL50 de I'extrait du fruit entier,
déterminée chez des souris OF-1 des deux sexes aprés administration intrapéritonéale, était de
731 mg/ kg.
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La dose sans effet nocif observé (NOAEL) pour I'huile de graine de grenade était de
50 000 ppm (= 4,3 g / kg de poids corporel / jour). Ainsi, aucune mutagénicité d'huile de
graine de grenade n'a été observée avec le test d’Ames et le test d'aberration chromosomique
(Meerts et al., 2009).

Dans une étude de la toxicité aigue et subchronique d'un extrait de fruit de grenade
standardisé contenant 30% de punicalagines, la dose sans effet nocif observe (NOAEL) pour

cet extrait a été déterminée a 600 mg / kg de poids corporel / jour (Patel et al., 2008).

Hidaka et al., (2005) ont étudié I'interaction entre le jus de grenade et la
pharmacocinétique d'un carbamazépine (substrat de CYP3A). Le jus de grenade altere la
fonction du CYP3A ce qui inhibe le métabolisme de la carbamazépine & médiation par le

CYP3A humain et modifie la pharmacocinétique de ce dernier chez le rat.

Nagata et al ., (2007) ont découvert que le jus de grenade inhibait I'activité du
CYP2C9 humain et augmentait en outre la biodisponibilité¢ du tolbutamide (substrat de
CYPC9) chez le rat. Le jus et I'extrait de grenade n'ont eu aucun effet sur l'activité du
CYP2C9 chez les sujets humains et peuvent étre consommeés par les patients prenant des
médicaments substrats du CYP2C9 avec wun risque négligeable d'interaction

pharmacocinétique (Hanley et al ., 2012).
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Matériels et Méthodes

1. Etude phytochimique

1.1.Matériel végétal choisis ** Punica granatum **

15 kg de fruit de la variété Sefri de Punica granatum ont été récoltés durant le mois
d'octobre 2014 dans un verger local "Verger de M" Benaboura, Oued Sly" dans la région ouest
de Chlef (36 ° 06'04 "N, 1 ° 11'58" E, 90 m, Algérie). L'identification botanique a été faite au
niveau du laboratoire de botanique a I'Ecole Nationale des Sciences Agronomiques (Alger) ou
un spécimen a éte dépose. L'espéce existe au niveau du Paquet :N° 35 de I'herbier Afrique du
nord. La variété Sefri est un gros fruit jaune qui peut atteindre les 500¢g est caractérisée par
des graines demi-tendres roses claires, trés juteuses et sucrées a maturités début d'octobre
(Figure 5,6).

.
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Figure 6: Aspect morphologique de la variété Sefri du grenadier
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1.2 Préparation des extraits

1.2.1 Préparation du jus de Punica granatum

La partie comestible de la grenade (Arilles) a été pressée a l'aide d'un robot culinaire
apres avoir enlevé les graines. Le jus obtenu a été centrifugé a 10 000 tr / min & 4°C pendant
10 min. Le surnageant a été dilué avec de I'eau distillé v:v (Fuster-Mufioz et al., 2016) et est
stocké a - 40 °C.

1.2.2 Préparation des extraits d'écorce de Punica granatum

Le fruit de Punica granatum a été lavé avec de I'eau de robinet, les écorces ont été
séchées a I'ombre pendant un (01) mois, a I'abri de I'humidité et de la lumiere et a température
ambiante. Aprés séchage, les écorces ont été broyées, la poudre obtenue a été conservéee dans

des récipients hermétiquement fermés jusqu'a leur extraction.

La méthode d’extraction que nous avons employée est la macération successive par
trois solvants de polarité croissante : éther de pétrole, chloroforme et le méthanol (Diallo et al,
2004).

200 g de poudre seche de I'écorce est d’abord macérée dans 2 litres d’éther de pétrole
pendant 24 heures, le mélange est filtré par un papier Whatman (N1). Le marc a été repris
avec deux litres de chloroforme; puis avec deux litres de méthanol. Les filtrats obtenus de
chaque solvant sont ensuite évaporés a sec en utilisant un évaporateur rotatif a 30°C.
L’extraction a été répétée trois fois avec chaque solvant dans le but d’augmenter le rendement
(Figure 7).

Les extraits obtenus sont ensuite stockés a 4°C jusqu’a leur utilisation. Cette étude porte sur

I’extrait méthanolique car le rendement était plus important.
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Macération dans
(3 x2L)/ 3 jours

F

200 g Ecorce de Grenade a I'état sec

Maceération dans|l'éther de pétrole
(3 x2L)/ 3 jours
Filtration

Marc résiduel Filtrat

iltration

Chloroforme

Concentration
a 30°C

Extrait EP

N

4

Marc résiduel

Macération dans| Méthanol

(3 x2L)/ 3 jours
Filtration

Marc résiduel

A

4

v

Filtrat

Concentration
a30°C

Extrait EC

Filtrat

A

4

Concentration
a30°C

Extrait EM

Figure 7: Schéma d’extraction a partir d'écorce de Punica granatum par la macération

successive par trois solvants de polarité croissante (Diallo et al, 2004).
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1.3 Criblage phytochimique

Des tests préliminaires ont été réalisés afin de déterminer les classes phytochimiques
contenues dans I'écorce (extrait éther de pétrole EP, extrait chloroforme EC, extrait méthanol
EM) et le jus de fruit J. 1l s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration

et/ou de précipitation.

1.3.1 Tanins

Les tanins ont été caractérisés par le chlorure de fer. A 2 ml (extrait éther de pétrole
EP, extrait chloroforme EC, extrait méthanol EM et le jus de fruit J) ont été ajoutées quelques
gouttes d'une solution aqueuse de chlorure ferrique 2 %. L'apparition d'une coloration noiréatre
indique la présence des tanins galliques. La couleur verdatre est indicateur de présence des

tanins catéchiques (Sabri et al., 2012).
1.3. 2 Flavonoides

Les flavonoides ont été caractérisée par la réaction a la cyanidine. L'alcool -
chlorhydrique (éthanol a 95%, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) et
quelques copeaux de magnésium ont été ajouté a 2ml (extrait éther de pétrole EP, extrait
chloroforme EC, extrait méthanol EM et le jus de fruit J) et un 1 ml d’alcool isoamylique
(Obouayeba et al., 2015). L’apparition d’une coloration: rose orangée (flavones), rose violacé
(flavonones) ou rouge (flavonols, flavanonols) rassemblé dans la couche surnageant d’alcool
isoamylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine). Les colorations sont moins
intenses avec les hétérosides flavonoique, négative avec les chalcons, les dihydrochalcones,

les aurones, les catéchines et les isoflavones (Diarra, 2003)
1.3.3 Anthocyanine

La présence des anthocyanes a été démontrée en mélangeant 2 ml (extrait éther de
pétrole EP, extrait chloroforme EC, extrait méthanol EM et le jus de fruit J) avec 2 ml HCI
2N. l'apparition d'une couleur rose rouge qui vire vert un bleu-violet apres adition de

I'ammoniaque indique la presence des anthocyanes (Obouayeba et al., 2015).
1.3.4 Alcaloides

La recherche des alcaloides est basée sur des réactions de précipitation avec les
révélateurs généraux des alcaloides: le réactif de Mayer et le réactif de Wagner (Annexel).

10 ml de chaque extrait a eté évaporé a sec et le résidu sec obtenu a été ajoute a 1,5 ml de
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solution d'acide chlorhydrique (2%). Le test a été realisé en premier avec 5 gouttes de réactif

de Mayer et apres avec 5 gouttes de réactif de Wagner.

Test Mayer: La formation d'un précipité blanc indique la présence des alcaloides apres

traitement par quelques gouttes du réactif de Mayer.

Test Wagner: L'addition de quelques gouttes du réactif de Wagner se traduit pas I'apparition
d'un précipité marron orange qui révéle de présence des alcaloides (Sabri et al., 2012).

1.3. 5 Saponines

La présence des saponines est déterminée qualitativement par I’apparition, apres agitation,

d'une mousse persistante pour plus de 15 min.

Test de mousse: 5 ml de chaque échantillon ont été agité pendant 15 minutes. la formation
d'une mousse stable est indicateur de présence des saponines. Une mousse supérieure a 10
mm (Obouayeba et al., 2015).

1.4 Chromatographie sur couches minces (CCM).

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu colteuse, utilisée au cours
de la séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les
phénoménes d’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface
d’un support (phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase
mobile), donc la séparation est en fonction des différences d’adsorption des composants de
I’échantillon sur la phase stationnaire et des différences de leur solubilité dans la phase mobile

(Braithwaite et Smith, 1999).

1 ml de jus a été dilué dans 1 ml d’eau distillée par contre les extraits : extrait éther de
pétrole EP, extrait chloroforme EC, extrait méthanol EM ont été respectivement dissous dans
1ml d’éther de pétrole, 1ml de chloroforme, et 1ml de méthanol. A 1’aide d’une micropipette,
nous avons déposé une goutte de chaque solution sur une ligne (1cm) préalablement tracée
sur la plaque de silice; les plaques sont des plagues en verre de silicagel de type 60 F254
(Merk , USA). Ces plaques sont ensuite placées dans des cuves conventionnelles en verre,
remplis a environ 0.5 cm avec une phase mobile (10ml), dans notre cas, les systemes de

solvants utilisés sont les suivants :
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> Les extraits apolaires ether de pétrole EP et chloroforme EC:
chloroforme : (1)
chloroforme : méthanol : (8:2)
» Les extraits polaires méthanol EM et le jus de fruit J:
chloroforme: méthanol: eau distillée:
(8:1,8 :0.2)
butanol : acide acétique : eau distillée :
(6:2,5:1,5)
butanol : acide acétique : eau distillée :
(4:3:3)
Nous avons réalisé deux plaques pour chague systeme de séparation. Apres une migration qui
a duré 2h; les plaques sont pulvérisées par les réactifs suivants ;
> Réactif a la vanilline sulfurique (Annexe 1)
> Réactif de Dragendorff (Annexe 1)
Apres pulvérisation, les plaques sont sechées a 60°C pendant 5 minutes a fin de révéler les

spots issus de la séparation (Diallo et al., 2004).
1.5 Analyse quantitative
1.5.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans le jus et I'extrait méthanolque d'écorce de
Punica granatum a été déterminé selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce test repose sur le
transfére des électrons a partir des composés phénoliques sur le réactif de Folin-Ciocalteu qui
est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Les composés phénoliques sont énergétiquement
oxydés dans un milieu basique, entrainant la formation du radical anion superoxyde (027). Le
radical O2~ réagit avec le molybdate pour former un mélange d'oxydes bleus (tungstene
W8023 et molybdene M08023) détectables par spectrophotométrie a 750-765 nm (Janeth et
al., 2018).

250 pl de réactif phénol de Folin Ciocalteu, 50 pl de jus de grenade et 500 pl de
solution aqueuse de Na2CO3 a 20% ont été mélangés. Apres un passage au vortex; la solution
est ajustée par 5 ml d'eau distillée. Aprés 30 min d'incubation I'absorbance est mesurée a
765nm. La concentration des polyphénols totaux présente est déduite & partir d’'une gamme

d’étalonnage établie avec de I’acide gallique (0-1mg/ml). Les mémes étapes ont été effectuées
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pour I'extrait méthanolique. Les résultats sont exprimes en mg d'équivalent d'acide gallique/ ¢
de matiére seche (mg EAG/ g de matiere seche) et en mg d'équivalent d'acide gallique par litre
de jus (mg EAG/I de jus) (Raafat et Samy 2014).

1.5.2 Dosage des Flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides dans les jus et dans I'extrait méthanolique issu d'écorce
de Punica granatum a été déterminée en utilisant une méthode basée sur la formation d'un
complexe flavonoide-aluminium, ayant la absorbance maximale a 430 nm. Chaque
échantillon (1 ml) a été mélangé séparement avec 1 ml d'une solution meéthanolique de
chlorure d'aluminium a 2%. Aprés 15 minutes d'incubation a température ambiante et a
I'ombre, I'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm. Les concentrations des
flavonoides sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40
pg/ml) et la teneur en flavonoides a été exprimée en mg d'équivalent en quercétine par litre de
jus (mg EQ/I de jus) et par g de matiére seche (mg EQ/g de matiére seche) (Hmid et al.,
2013).

1.5.3 Dosage des Tanins totaux

La teneur totale en tanins a été déterminée par la méthodes de Polshettiwar et al.,
(2007). 100 pl d' échantillon, 7.5 ml d'eau distillée, 0.5 ml de réactif de Folin-Denis et 1 ml de
solution de Na2CO3 (35%) ont été mélanges et complétés jusqu'a 10 ml avec de l'eau
distillée. L'absorbance a été mesurée a 760 nm apres 30 minutes d'incubation. Les
concentrations des tanins sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la
I'acide tannique (0-0.1mg/ml) et la teneur en tanins a été exprimée en mg d'équivalent en
acide tannique par litre de jus (mg ET/I de jus) et par g de matiere seche (mg ET/ g de

matiére séche) (Padma et al., 2013).
1.5.4 Dosage des Tanins condensés (Méthode de la vanilline)

Le dosage des tanins condensés par le test de la vanilline a été effectué selon la
méthode de Julkunen-Titto, (1985). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former
un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm. Brievement, 50ul du jus de grenade a
été mixé avec 1.5 ml de la vanilline a 4 % (préparée dans le méthanol) aprés 750 ul d'HCL
concentré a été ajouté au mélange. La solution a été secouée vigoureusement et incubée a

température ambiante pendant 20 minutes dans l'obscurité. La concentration des tanins
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condensés (proanthocyanidins) est déduite a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la
catéchine (0-0.4mg/ml) et sont exprimées en milligramme d’équivalent catéchine par g de
matiere seche (mg ECat/g de matiére séche) et par | de jus (mg ECat/l de jus) (Julkunen-Titto,
1985).

1.6 Analyse par HPLC-DAD

Le jus a été analysé par la chromatographie liquide a haute performance HPLC afin de
d’obtenir une information sur sa composition. Le systeme utilisé est un appareil HPLC
de marque AGILENT seérie 1100 avec:

e Une pompe quaternaire, dégazeur on-line et injecteur automatique.

e Détecteur a barrette de diodes (DAD) avec plusieurs longueurs d’ondes : 220nm,
254nm, 280nm, 300nm et 365nm choisis en fonction des absorbances maximales
des molécules recherchées.

e La phase stationnaire utilisée est une colonne (Hypersil BDS-C18, 5um, 250X4.6 mm)
a une température de 30°C.

» La phase mobile est constituée de deux solvants, le premier est I’eau acidifiée par
I’acide acétique (0.2%) a pH=3.1 (solvant A) et le deuxiéme est 1’acétonitrile (solvant
B); les deux solvants sont utilisés en gradient d’élution linéaire pendant 30 minutes a
Iml/min, en commencant par 95% de solvant A et en terminant par 100 % de solvant
B. Le volume injecté est de 20pl.

Les différents constituants de I’extrait a analyser sont identifiés en comparent les
temps de rétentions des composes a identifier avec des standard qui ont été analysés dans les
mémes conditions opératoires. Les standards utilisés sont : Acide gallique, acide caféique,
vanilline, acide isovanillique, acide ferulique, acide syringique, acide o-anisique, acide 3-
hydroxy-4-methoxycinnamique, acide m-anisique, acide trans-cinnamique, rutine, prunine,

luteoline, quercetine, apigenine, isorhamnetine, hesperidine, acide tannique.
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2. Etude in vivo

Des souris albinos de souche Swiss pesant 18.64 + 2.68 g et agées de 4 semaines ont
été obtenues de [linstitut Pasteur d'Alger et élevées a I'animalerie de l'université de
Mostaganem. Elles ont été maintenues a 24 + 5 °C avec un cycle lumiere / obscurité de 12h et
avec un acces libre a la nourriture et a I'eau potable. Les souris ont été acclimatées quelques

jours avant I'expérimentation.
2.1 Intoxication et traitement

Notre étude porte sur deux métaux I'aluminium et le plomb. Un effectif de 49 souris a

été réparti en groupe de 7 souris:
» Cas du Plomb

1. Groupe témoin (T): souris recevant de I'eau potable pendant 90 jours
2. Groupe intoxiqué par le plomb (Pb): une dose de 1000 ppm d'acétate de plomb a été
administrée aux souris par voie orale pendant 12 semaines (Djebli et al., 2005).
3. Groupe intoxiqué par le plomb (Pb) et traité par le jus de Punica granatum (Pb-J): Les
souris ont regu un traitement avec du jus de grenade dilué avec de I'eau distillée (v / v) fournie
dans des bouteilles d'eau sombre (renouvelée toutes les 1 heure) pendant 4 h / jour suivie
d'acétate de plomb a une dose de 1000 ppm par voie orale pendant 20 h /J pendant 90 jours
(Djebli et al., 2005).
4- Groupe intoxiqué par le plomb (Pb) et traité par I'extrait méthanolique de Punica granatum
(Pb-E): Les souris ont recu un traitement de 500 mg/kg de I'extrait methanolique fournie dans
des bouteilles d'eau sombre (renouvelée toutes les 1 heure) pendant 4 h / jour suivie d'acétate
de plomb a une dose de 1000 ppm par voie orale pendant 20 h / J pendant 90 jours (Djebli et
al., 2005).

» Cas de I'aluminium
1. Groupe témoin (T): Souris recevant de I'eau potable pendant 90 jours
2. Groupe intoxique par I'aluminium (Al): L'intoxication par lI'aluminium a été provoquée par
I'administration d'AICI3 a 500 mg / kg par voie orale (Gong et al., 2005) pendant 12 semaines.
3- Groupe intoxiqué par I'aluminium (Al) et traité par le jus de Punica granatum (Al-J): les
souris ont regu un traitement avec du jus de grenade dilué avec de I'eau distillée (v: v) fournie

dans des bouteilles d'eau sombre (renouvelée toutes les 1 heure) pendant 4 h / jour suivie de
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chlorure d'aluminium a une dose de 500 mg / kg par voie orale pendant 20 h / J pendant 90
jours.

4- Groupe intoxiqué par l'aluminium (Al) et traité par I'extrait méthanolique de Punica
granatum (Al-E): Les souris ont recu un traitement avec 500mg/kg de I'extrait methanolique
fournie dans des bouteilles d'eau sombre (renouvelée toute les 1 heure) pendant 4 h / jour
suivie de chlorure d'aluminium a une dose de 500 mg / kg par voie orale pendant 20 h /J
pendant 90 jours.

La prise du poids et la consommation de la boisson sont mesurées chaque semaine pendant 90

jours

2.2 Parametres neurologiques étudiés
2.2.1 Tests de comportement

2.2.1.1 Test de I'activité locomotrice

Le test d'activité locomotrice est effectué pour mesurer la fonction motrice des souris
qui ont tendance a explorer un espace clos. Le dispositif (une cage) contient une plate-forme
(32 x32 cm) divisée en 16 carrés égaux. Chaque souris est placée individuellement au centre
de cette plateforme et laissée libre de bouger pendant 5 min d'exploration (Saenz et al., 2006).
Le nombre de carrés visités a été enregistré pour chaque souris pendant 5 min. Le test est

réalisé en 4 phases chacune dure 5 minutes (Figure 8).

Figure 8: Test de I'activité locomotrice

2.2.1.2 Test de la nage forcée

Le test de la nage forcée ou test de Porsolt, est fréqguemment utilisé pour examiner le
comportement dépressif (Porsolt et al., 1977). Il consiste a maintenir la souris dans un bain
tiede de 21°C et d'une hauteur de 16 cm a fin que la souris ne touche pas le fond et ne se sert
pas de ses membres inférieurs pour se tenir a la surface; la souris nage pour maintenir sa téte
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hors de I'eau puis elle s'immobilise par désespoir. Les souris ont été observées pendant 5 min
et le temps d'immobilité a été enregistré (Figure 9)

Figure 9: Test de porsolt

2.2.1.3 Test de compartiment noir et blanc (test d’anxiété)

Ce test a éeté développé par Crawley et Goodwin, (1980), et fournit un autre moyen
d'examiner le comportement anxieux chez les rongeurs. L'animal est exposé a un nouvel
environnement non protégé “compartiment de lumiére™ avec une zone protégée
"compartiment foncé". Le conflit inhérent entre la tendance a explorer et I'évitement des
risques inhibe I'exploration (Kathleen et al., 2009; Crawley et Goodwin, 1980; Blumstein et
Crawley, 1981; Crawley, 1981). La plupart des souris démontrent naturellement une
préférence pour le compartiment sombre et protégé. Le test de lumiére / obscurité peut étre
utile pour prédire l'activité anxiolytique ou anxiogene d'un médicament chez souris (Bourin et
Hascoet, 2003). Imaizumi et al., 1994 ont constaté que les anxiolytiques augmentent les
déplacements et le temps passé dans la zone illuminée au contraire des anxiogenes qui les

diminuent.

Le dispositif est divisé en deux compartiments (50 x 40 x 20 centimétres), l'un d'eux
est obscur l'autre étant clair communicant par une ouverture (7 x 10 centimetres) jouant le réle
d'une porte ce qui permet a I'animal de se déplacer librement. La souris est placée dans le
compartiment clair et ses activités comportementales est enregistrée pendant 5 min. Ce test est

réalisé en 20 minutes réparties en quatre phase (Figure 10).
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Figure 10: Test d'anxiété (Test de compartiment noir et blanc)
2.2.1.4 Test de labyrinthe en croix suréleve

Le labyrinthe en croix surélevée est un test comportemental largement utilisé chez les
rongeurs. Il a été validé pour évaluer I'effet anxiolytique des agents pharmacologiques et des
hormones stéroidiens, et pour définir les régions du cerveau et les mécanismes sous-jacents au

comportement anxieux (Walf et Fry, 2007).

Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) est un appareil composé de deux bras; un
environnement protégé, sombre et ferme, et un environnement lumineux, ouvert et élevé, non
protége, relié par une plate-forme centrale permettant un libre accés aux deux bras. Le niveau
d'anxiété repose sur le comportement naturel d'anxiété des rongeurs a rester dans I'ombre, a
proximité des murs et a éviter les hauteurs (Albrechet-Souza et al., 2005). L'activité accrue
dans les bras ouverts était indicative d'une diminution d'anxiété (Hogg, 1996).

Le dispositif est constitué d'un labyrinthe en croix comportant deux bras opposés qui
sont ouverts (50 cm de longueur, 10 cm de largeur et une bordure de 1.5 cm de hauteur ) et de
deux bras opposés de méme longueur et largeur qui sont dit "fermés™ car bordés de cloisons
de 40 cm. Ces 4 bras sont reliés par une plate-forme centrale carrée (10 cm de cété) a 73 cm
au-dessus du sol. Les souris ont été placées individuellement au centre du labyrinthe qui est
élevé a 50 cm au-dessus du sol, face a I'un des bras ouverts. Le temps passe dans les bras

ouverts a été enregistré pendant 5 min. Ce test est effectué en quatre phases (Figure 11).
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Figure 11: Test d'anxiété (Test de labyrinthe en croix suréleveé)
2.2.1.5 Test de curiosité

Le comportement exploratoire des souris dans un environnement nouveau a été mesuré
a l'aide d'un test a trous (Boissier et Simon, 1962). Cette méthode est utilisée pour mesurer la

réponse des souris a un environnement peu familier.

Le dispositif est une plaque en bois de 50 centimétres au-dessus de la terre, contenant
16 trous d'inspection. Chaque trou a un diamétre de 2 cm espacés de 5 cm. La capacité
exploratrice reflete 1’état d’esprit de la souris. On la mesure en comptant le nombre de trou

explorés par la souris . Ce test dure 9 minutes effectué en trois phases (Figure 12).

Figure 12: Test de curiosité (Test de trou)
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2.2.2 Tests de mémoire
2.2.2.1 Test de la piscine de Morris

Le labyrinthe aquatique de Morris est le test le plus couramment utilisé pour évaluer
les fonctions cognitives liées a la mémoire et a I'apprentissage. Lors de ce test, I'animal
apprend a nager dans un réservoir d'eau, guidé par des indices externes, et trouve (et grimpe)
une plate-forme submergée (Morris et al., 1984).

Mémoire de travail spatiale "plate-forme visible™: les souris sont placées dans un bassin d'eau,
ou elles doivent nager jusqu'a une plate-forme visible. La référence de la mémoire spatiale
"plate-forme cachée": Les animaux sont placés dans un bassin d'eau coloré opaque, ou ils
doivent nager vers une plate-forme d'évasion cachée. Parce qu'ils sont dans I'eau opaque, les
animaux ne peuvent pas voir la plate-forme, et ne peuvent pas compter sur l'odeur pour
trouver la voie. Au lieu de cela, ils doivent s'appuyer sur des indices externes / extra-
labyrinthes. Comme les animaux deviennent plus familiers avec la tache, ils sont en mesure
de trouver la plate-forme plus rapidement. Développé par Richard G. Morris en 1984, ce
paradigme est devenu I'un des «standards d'or» de la neuroscience comportementale (Sharma,
2009).

Pour les deux tests, le temps écoulé pour atteindre la plate-forme est enregistré. La durée de
I'expérience était de 5 minutes pendant 5 jours pour chaque souris. Une souris hormale est
capable d'atteindre la plateforme en utilisant le trajet le plus court quelque soit son point de
départ (Figure 13).

Figure 13: Test de la piscine de Morris (MST, MSR)
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2.2.2.2 Test du labyrinthe a 8 bras.

Le labyrinthe radial a huit bras est congu pour évaluer simultanément les performances
de référence et de mémoire de travail en demandant aux sujets d'utiliser des repéres extra-
labyrinthes pour localiser les plates-formes d'évasion et remédier aux limites observées dans
les modéles de bras radiaux terrestres. La mémoire de travail et de référence sont couramment

évaluée en utilisant le labyrinthe a bras radial terrestre (Penley et al., 2013).
2.2.2.2.1 Mémoire spatiale de travail

Ce paradigme nécessite un pré-entrainement, une privation de la nourriture et peut
introduire des indices de confusion. En effet, les sujets sont tenus d'éviter les bras
précédemment utilisés pour s'échapper pendant chaque journée de test (mémoire de travail).
Ré-entrées dans les bras qui ont déja été utilisés pour échapper au cours d'une session de test
indiquent des déficits de mémaoire de travail (Penley et al., 2013). Lors de ce test, nous avons
comptabilisé le nombre de bras répété pendant une période 5 jours 3 minutes par séance
(Figure 14).

Figure 14: Test de mémoire spatiale de travail (Test du labyrinthe a 8 bras)
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2.3 Dosage du plomb et de I'aluminium dans le cerveau

Apres sacrifice; les cerveaux de chaque lot ont été broyés par dans de I'acide nitrique
5:1 acide perchlorique comme décrit par Gupta et Gill, (2000) pour le dosage des métaux
lourds qui a été déterminé par spectrophotomeétre absorption atomique 240 Z AA a Four
Graphite (GTA 120) et a Correction Zeeman (Agilent 240 ZAA / GTA 120, CRAPC Algérie)
basé sur I'atomisation. L'échantillon est placé a l'intérieur d'un tube de graphite puis chauffé
de maniere résistive pour effectuer la désolvatation de I'échantillon, le calcination ou la
carbonisation (pour décomposer I'échantillon et volatiliser une partie de la matrice) et
finalement I'atomisation (Holcombe, 2000).

Les étalons ont été préparés avec des solutions méres de 1000 mg/l pour I'Al et le Pb.
Al: La longueur d'onde: 309.3 nm
La fente: 0.5 nm.
Le Courant de lamp: 10.0
Pb: La longueur d'onde: 283.3 nm
La fente: 0.5 nm.
Le Courant de lamp: 10.0

Les données ont été exprimés en tant que mg/l de tissu

2.4 Dosage des transaminases, cholestérol et calcium

Apres une étude comportementale; les souris on été sacrifiées et le sang a été recueillis
dans des tubes héparines pour I'analyse de quelques marqueurs biochimiques: TGP, TGO (Kit
SPINREACT), calcium et cholestérol en utilisant un kit Biomaghreb.

e Dosage de I'aspartate aminotransférase (ASAT/TGO)
L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi la glutamateoxaloacétate transaminase
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe animique de l'aspartate vers l'a-
cétoglutarate avec formation du glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate produit est réduit
en malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADHH™ selon les réactions suivantes:

AST
Aspartate + a-cétoglutarate » Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate +NADH + H* MDH _ Malate + NAD+

>

La vitesse de réduction de la concentration en NADHH", mesurée photo numériquement est
proportionnelle & la concentration catalytique de I’AST (Murray, 1984).
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Le reactif de travail (RT) est préparé en faisant dissoudre un comprimé R2 dans un flacon de
R1 (Tableau 1) et mélanger Iégerement. Ce dernier est stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72
heures a 15-25°C.

100 pl de I'échantillon ont été mélangé a 1 ml de ce réactif. Les lectures au spectrophotomeétre
ont été faites apreés 1 minute d'incubation. Lire 1’absorbance initiale (A) de 1’échantillon a 340
nm. Lancer le chronomeétre et lire les absorbances pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle.

Tableau 1 : Réactifs utilisés pour le dosage AST

Réactif 1 TrispH 7.8 80 mmol/L
Tampon L- aspartate 200 mmol/L
Réactif 2 NADH 0.18 mmol/L
Substrat Lactate déshydrogéné (LDH) 800 U/L
Malate désydrogéné (MDH) 600 U/L
a - cétogluarate 12 mmol/L

Calculs de la concentration : I’activité catalytique de 1’AST est calculée par la formule
suivante :
Activité de AST (U/L) = AA/min x 1750

AA: La moyenne de l'augmentation d'absorbance par minute.
e Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT/TGP) :

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi la glutamate-pyruvate transaminase (GPT)
catalyse le transfert réversible d'un groupe animique a d'alanine vers a-cétoglutarate formant
le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par la lactate-
déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les réactions suivantes :

ALT
Alanine + a-cétoglutarate »  Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+H+ > Lactate + NAD+

La vitesse de réduction de la concentration en NADHH", mesurée photo numériquement est

proportionnelle a la concentration catalytique de I’ALT (Murray, 1984).

100 pl de I'échantillon ont été mélangé a 1 ml de d'un réactif (tampon + substrat ) qui a été

préparé préalablement (Tableau 2). L'absorbance initiale de I'échantillon (A) est lue aprés une
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heure d'incubation & 340 nm. Lancer le chronometre et lire les absorbances pendant 3 minutes

a une minute d’intervalle.

Tableau 2: Réactifs utilisés pour le dosage ALT

Réactif 1 TrispH 7.8 100 mmol/L
Tampon L- Alanine 1200 mmol/L
Réactif 2 NADH 0.18 mmol/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) | 500 mmol/L

a - cétogluarate 15 mmol/L

Calculs de la concentration : I’activité catalytique de I’ALAT est calculée par la

formule suivante :

Activité de ALAT (U/L) = AA/min x 1750

AA: La moyenne de l'augmentation d'absorbance par minute.

e Dosage du calcium

L’analyse de la calcémie est recommandée pour examiner, diagnostiquer et surveiller une
gamme de conditions concernant les os, le cceur, les neurones, les reins, et les dents. Le
calcium forme avec le complexant crésol phtaléine en milieu alcalin un composé coloré en

violet dont I'intensité est proportionnelle a la concentration en calcium
OH+
Caocresolphtaline » un complexe coloré

Un volume du reactif R1 a été mélangé avec un volume de réactif R2 (Tableau 3). Le mélange est
stable pendant 4 heures a 20-25°C et 20 heures a 2-8 °C.

Tableau 3: Réactifs utilisés pour le dosage du calcium

Réactif 1 | Tampon Alcalin 500 mmol/L
Tampon | 2-Amino-2-methyl
1-Propanol
Réactif 2 | Complexant crésolphtaléine 0.62 mmol/L
Solution | Hydroxy 8 quiniléine 69 mmol/L
chromogene

Réactif 3 | Standard calcium 10 mg/di

Standard 100 mg/I
2.5 mmol/l
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Trois tubes ont été prépares (blanc, standard, échantillon) (Tableau 4). La lecture de
I'absorbance a été faite aprés 5 minutes d'incubation a 570nm. La couleur est stable pendant 1
heure.

Tableau 4: Mode opératoire de dosage du calcium.

Blanc standard Echantillon
Standard - 20 pl -
Echantillon - 20 pl
Mélange réactif Iml Iml 1ml

Calculs de la concentration

DO échantillon / DO Standard x n

mg/l n=100
mg/di n=10
mmol/Il n=2.5

e Dosage Cholestérol

Le cholestérol est mesuré apres hydrolyse enzymatique puis oxydation. L'indicateur
quinoneimine est formé a partir du peroxyde dhydrogene et du amino 4 antipyrine en

présence du phénol et de peroxydase (Naito, 1984).

Cholestérol esters
Cholesterol esters + H,0 —» Cholesterol + Acide gras

Cholestérol oxydase

Cholesterol + 0, » Cholesterol -4-one-3 + H,0,

Peroxydase

2 H,0,+ Phénol + Amino-4- antipyrine » Quinoneimine (rose) + 4 H,O

Le réactif de travail est préparé en mélangeant légerement le contenu du flacon R2 avec l'autre
flacon R1 (Tableau 5). Ce dernier est stable pendant 4 mois a 2-8°C ou 40 jours a 15-25°C.
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Tableau 5 : Réactifs utilisés pour le dosage du cholestérol

Réactif 1 | PIPES pH 6.9 90 mmol/L
Tampon Phénol 26 mmol/L
Réactif 2 | Cholestérol estérase (CHE) 300 U/L
Enzymes | Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
Amin-4-antipyrine (4-AP) 0,4 mmol/L
Réactif Cholesteérol pur 200 mg/dI
Standard 29/1
5.17 mmol/I

Trois tubes ont été préparés (blanc, étalon, échantillon) (Tableau 6). La lecture de
I'absorbance a été faite aprés 5 minutes d'incubation. La couleur est stable pendant 30
minutes.

Tableau 6: Mode opératoire de dosage du cholestérol

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml
Etalon - 10 pl -
Echantillon - - 10 pl

Calculs de la concentration
DO échantillon / DO Standard x n

mg/dI n= 200
mg/I n=2
mmol/I n=5.17

2.5 Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a I'nbpital militaire d'Oran au niveau de laboratoire

d'anatomo-pathologique.
2.5.1 Fixation

La fixation est le processus dutilisation de méthodes chimiques pour préserver,
stabiliser et renforcer un spécimen biologique pour des procédures histologiques ultérieures et
une analyse microscopique. Ce processus préserve les cellules et les tissus en renforcant les
interactions moléculaires, en désactivant les enzymes protéolytiques endogénes et en

détruisant les microorganismes qui pourraient autrement dégrader I'échantillon. Ainsi, la
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fixation met fin a toutes les réactions biochimiques en cours en «fixant» les protéines en
place, un processus qui tue les cellules qui ne sont pas déja mortes (Carter et Shieh, 2014).

Il ya un certain nombre de fixateurs en usage, mais le formaldéhyde est le plus
couramment utilisés (Black, 2012). Les fixateurs a base d'alcool sont des fixateurs
dénaturants. L'action de I'alcool présent dans la solution agit sur la dénaturation des protéines
en eliminant I'eau des groupes carboxyle, hydroxyle, amines libres des protéines ce qui
entraine une coagulation des protéines et un rétrécissement des tissus. Les fixateurs contenant
du mercure sont peu utilisés dans la pratique courante et on pense qu'ils agissent en se liant
aux groupes sulfhydryle et amino dans une réaction additive. Bouin, constitué d'acide
picrique, d'acide acétique et de formaldéhyde, il posséde a la fois un effet coagulant et

réticulant sur les protéines (Howat et Wilson, 2014).

Apreés sacrifice; Les organes "cerveaux, reins et foies" ont été fixés rapidement dans le
formol a 10% (une solution aqueuse d’aldéhyde formique a 10%) dont il doit étre au moins

10 fois le volume d'une piece.
2.5.2 Déshydratation et inclusion

Les agents déshydratants agissent pour éliminer I'eau libre et liée (Rhodes et al., 2013).
Beaucoup de réactifs de déshydratation sont hydrophiles («aimant I'eau»), possédant des
groupes polaires forts qui interagissent avec les molécules d'eau dans le tissu par liaison
hydrogéne. D'autres réactifs affectent la déshydratation par une dilution répétée des fluides
tissulaires aqueux. Il y a de nombreux agents déshydratants; éthanol, éthanol acétone,

méthanol, isopropyle, glycol et alcools dénaturés (Spencer et Bancroft, 2013)

Les échantillons ont été transférés dans des bains d’alcool de plus en plus purs (70°,
80°, 90°, puis l'alcool pur). L'alcool (éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la

paraffine: il s'agit soit de xyléne. Ce dernier élimine 1’éthanol.

Une fois déshydratés, dégagés, et infiltrés, le tissu est placé dans de la paraffine
fondue a 65°C; la chaleur provoque I'évaporation du solvant (et sa dissolution dans la
paraffine): les espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine. Puis la paraffine est placée
dans de petits moules, a température ambiante, ce qui provoque son durcissement et donc la
rigidification des fragments tissulaires prélevés. On procede alors au démoulage : on obtient
des fragments tissulaires inclus dans un bloc de paraffine qui ont été par la suite mit au

congélateur -30°C.
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2.5.3 Confection des coupes

Les coupes histologiques sont préparées par un microtomes en forme de "ruban”
montées sur une lame pour examen microscopique. Dans ce cas, une série de fines coupes de
tissus d'épaisseur requise sont découpées et préparées (Alturkistani et al., 2016). Les sections
de 5 um d’épaisseur sont obtenues a 1’aide d’un microtome (Leica). La qualité des coupes
dépend des performances de 1’appareil: qualité du rasoir, mécanisme permettant de régler
I’épaisseur des coupes, précision du mouvement, absence de vibration. Les coupes ainsi

obtenues sont collées sur une lame de verre et déparaffinées.
2.5.4 Coloration et montage

La coloration a I'hématoxyline et a I'éosine (H & E) est la coloration histologique la
plus utilisée. L'hématoxyline peut étre préparée de nombreuses facons et a une applicabilité
étendue aux tissus de différents sites. Essentiellement, le composant hématoxyline colore les
noyaux des cellules bleues, montrant de bons détails intranucléaires, tandis que I'éosine colore
le cytoplasme des cellules et la plupart des tissus conjonctifs dans des nuances et des
intensités variables de rose, orange et rouge (Bancroft et Layton, 2013).

Apres découpage, les coupes collées sur les lames sont colorés a Hématéine
(hématoxyline) et Eosine (Annexe 2). A la fin, on procéde a un montage de lamelles sur lames

par la colle apres une nuit de séchage; la lame est préte pour observation microscopique.
2.6 Etude statistique

Les valeurs représentent la moyenne de 5 expériences. Les différences entre les
groupes expérimentaux ont été évaluées par l'analyse de la variance suivie d'un test de

Student. La différence était considérée comme significative a P < 0,05.
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Résultats et Discussion

1.Etude phytochimique
1.1 Analyse des extraits

1.1.1 Analyse qualitative

Les tests de caractérisation réalises sur les extraits d'écorce et sur le jus de Punica granatum

ont donné les résultats reportés dans le tableau 7

L’apparition d'une couleur bleue noiratre dans le jus de grenade (43%) a indiqué la
présence des tanins galliques et la couleur verte dans I'extrait méthanolique d'écorce (31%) a
révélé la présence des tanins catéchiques. D'une autre part la coloration rose orangée a montré
la présence des flavones dans I'extrait méthanolique d'écorce alors que l'apparition d'un rouge
vif dans le jus de fruit a révélé la présence des flavonols et/ou flavanonols. L'ajout du réactif
de Mayer et de Wagner s'est traduit par I'apparition d'une turbidité et d'un précipité dans les
tubes EM et et J avec une intensité plus importante dans le jus de fruit. Ce test préliminaire a
révelé la présence des alcaloides dans le fruit de Punica granatum. L’addition de I’ammoniac
au jus et aux extraits de I'écorce acidifiés par ’'HCL a permis de détecter les anthocyanes
uniquement dans le jus de grenade. Les résultats obtenus apres le test de mousse a révéle la

présence des saponosides dans le jus (mousse < 1cm).

Les tests de recherche des flavonoides, des anthocyanines, des alcaloides et des

tanins ont été négatifs sur les extraits: éther pétrole (1% ) et chloroforme (2.5%).

Tableau 7: Réaction de caractérisation des extraits: éther de pétrole EP, chloroforme EC,

méthanol EM d'écorce et du jus J de fruit de Punica granatum.
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++++ : Trés abondant ; +++ : abondant ; ++ : moyen ; +/- : réaction louche; - : absence
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Des chromatographies sur couche mince ont été menées sur le jus et les extraits
obtenus a partir de I'écorce de grenade pour avoir un apercu de la nature des constituants que
I’on peut rencontrer chez cette espéce.

e Systeme Chloroforme (1)

Dans le systeme de séparation chloroforme; la plupart des spots observés dans I'extrait
éther de pétrole EP sont présents dans I'extrait choloroformique EC. Les chromatogrammes
des extraits apolaires révélés par la vanilline sulfurique présentent de nombreuses taches
correspondant aux différentes molécules apolaires, qui sont probablement des stérols, des
terpénoides et des lipides. L'absence de taches aprés révélation par le réactif de Dragendorff
indique I'absence des alcaloides dans nos extraits ce qui confirme les résultats obtenus dans

les réactions de caractérisation (Figure 15).

A B

Figure 15. Chromatogrammes des extraits apolaires " éther de pétrole EP et chloroforme EC "

A B

obtenus par un systeme de migration chloroforme (1) et chloroforme : méthanol (8:2) aprés

révélation par A) vanilline sulfurique; B) Réactif de Dragendorff.

e Systéme chloroforme : méthanol : eau distillée (8 : 1,8 : 0.2)

Les résultats obtenus aprés migration par le systtme de séparation chloroforme:
méthanol : eau distillée (8 : 1,8 : 0.2) montrent que le jus n'a pas migré avec une migration
lente pour I'extrait méthanolique d'écorce de grenade car ils contiennent du sucre (Figure 16).
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A B A B
Figure 16. Chromatogramme des extraits polaires jus et extrait méthanolique de la grenade

par un systéme de migration chloroforme : méthanol : eau distillée (8 : 1,8 : 0.2) et apres

révélation par A) vanilline sulfurique; B) Réactif de Dragendorff.

e Systéme butanol : acide acétique ; eau distillée (6: 2,5 : 1,5)

Le systeme de migration constitué de butanol : acide acétique ; eau distillée (6: 2,5 :
1,5) a permis d’avoir une assez bonne séparation chromatographique et une visibilité
acceptable. Le réactif de Dragendorff a révélé une trainée brune-orangée pour I'EM et des
taches oranges pour le jus de fruit ce qui indique la présence des alcaloides. Cette constatation
approuve les résultats obtenus lors des réactions de caractérisation des alcaloides. Pour les
chromatogrammes obtenus apres réveélation par la vanilline sulfurique montrent une
composition riche en métabolites secondaires dans le jus et I'écorce avec dépbt de sucre dans

la ligne de départ pour les deux spots (Figure 17).
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EM

] EM

A B A B

Figure 17. Chromatogramme des extraits polaires méthanol EMeoh et le jus J grenade par un
systéeme de migration butanol : acide acétique ; eau distillée (6 : 2,5 : 1,5) et apres révélation

par A) vanilline sulfurique; B) Réactif de Dragendorff.

e Systeme butanol : acide acétique : eau distillée (4 : 3 : 3)

Le systeme de séparation butanol : acide acétique : eau distillée (4 : 3 : 3) et apres
révélation a vanilline sulfurique et au réactif de Dragendorff est inadéquat car il a donné des
taches diffuses avec une faible trainée (Figure 18). Apres plusieurs lavages de I'extrait et du
jus avec le butanol dans le but d'éliminer les sucres; le systeme 8:1.2:0.2 montre un mélange
complexe inclus dans une trainée de la phase butanol des deux extraits alors que la phase

aqueuse contient du sucre (Figure 19).
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EM EM
A B A B

Figure 18: Chromatogramme des extraits polaires jus et extrait méthanolique d'écorce de

grenade par un systéme de migration butanol : acide acétique ; eau distillée (4 : 3 : 3) et apres
révélation par A) vanilline sulfurique; B) Réactif de Dragendorff.

B

Figure 19. Chromatogramme des extraits polaires jus (80:1.8:0.2 ) et extrait méthanolique

d'écorce (4:3:3) de la grenade apres révélation par la vanilline sulfurique .
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1.1.2 Analyse quantitative

Les analyses quantitatives des phénols, des flavonoides totaux et des tanins sont
déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage
exprimées successivement en mg équivalent d’acide gallique (mg EAG), mg équivalent de
quercétine (mg EQ), mg équivalent d'acide tannique (mg EAT) et mg équivalent de

cathéchine (mg EC ) par g de la matiere seche d'écorce et par litre de jus de grenade (Figure

20, 21, 22, 23)
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Figure 21: Courbe d’étalonnage de quercétine
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Figure 22: Courbe d’étalonnage acide tannique
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Figure 23: Courbe d’étalonnage cathéchine

La teneur en polyphenols dans le jus de Punica granatum, déduite a partir de la courbe
d'étalonnage, est de I'ordre de 3809.8+29.404 mg EAGI/I, celle des flavonoides est de I'ordre
2109.57+18.9 mg EQ/I. Les tanins totaux et les tanins condensés sont de I'ordre de 1761.81+
95.01 mg EAT/I et 409.39 + 22.55 mg EC/I respectivement.

L’extrait méthanolique d'écorce de grenade a montré les concentrations suivantes:
183.67+£1.91 mg GAE/g de MS de polyphénols totaux, 53.59+0.53 mg EQ/g de MS de
flavonoides totaux, 143.81+10.53 mg EAT/g de MS de tanins totaux et 113.18 +21.38 mg
EC/g de MS de tanins condensés (Tableau 8).
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Tableau 8: Teneur totale en polyphénols, flavonoides et tanins totaux & tanins condenses dans

le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade.

Polyphénols Flavonoides | Tanins totaux | Tanins
Totaux totaux condensés
mg EAG mg EQ mg EAT mg EC
Jus (mg /l) 3809.80 + 29.40 | 2109.57 +18.93 | 1761.81+95.01 | 409.39 £ 22.55
EM (mg/g MS) | 183.67+ 191 5359+ 053 | 143.81+10.53 |113.18+ 21.38

1.1.3 Analyse HPLC

Les résultats de I'analyse HPLC-DAD-UV du jus de grenade sont présentés dans la figure 20

et le tableau 9.

La figure 24 représente le chromatogramme HPLC du jus de grenade sur le quel on

observe plus de 53 piques biens distincts (la totalité des composés), 18 piques ont été

identifiés a I’aide des standards utilisés.
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Figure 24: Chromatogramme d ' HPLC-UV/DAD du jus de Punica granatum a 300 nm.
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L' analyse HPLC nous a permis d’identifier dix acides phénoliques (Acide gallique,
acide caféique, vanilline, acide isovanillique, acide ferulique, acide syringique, acide o-
anisique, acide 3-hydroxy-4-methoxycinnamique, acide m-anisique et acide trans-
cinnamique), sept flavonoides (rutine, prunine, luteoline, quercetine, apigenine,
isorhamnetine, hesperidine) et un tanin (acide tannique). Leurs temps de rétention est donné
(Tr) dans le tableau et leurs structures chimiques sont donnés dans I'annexe 1. Ces résultats
confirment ceux obtenus dans le screening phytochimiques (réaction de caractérisation et
chromatographie sur couche mince) dont ils ont montré une composition riche en métabolites
secondaires. Toutes fois plusieurs composes sont présents dans le jus de grenades mais qui

n’ont pas ét¢ identifiés dans notre chromatogramme.

Tableau 9: Temps de rétention des différents témoins polyphénoliques obtenus par la
séparation avec HPLC

Acides phénoliques Flavonoides
Pique Standards Tr (min) | Pique Standards Tr (min)
1 Acide gallique 3.260 6 Rutine 8.923
3 Acide caféique 6.931 11 Prunine 10.383
4 Acide isovanillique 7.450 13 Luteoline 12.713
5 Vanilline 8.862 14 Quercetine 12.816
7 Acide ferulique 9.266 16 Apigenine 14.497
8 Acide syringique 9.660 17 Isorhamnetine 15.305
9 Acide o-Anisique 9.668 18 Hesperidine 15.379
10 Acide 3-hydroxy-4- 9.767 Tanins
methoxycinnamique
12 Acide m-Anisique 11.865 Pique Standards Tr (min)
15 Acide trans-Cinnamique 13.821 2 Acide Tannique | 3.370
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Discussion

De nombreuses études ont montré que les fruits sources de polyphénols peuvent
exercer une action neuroprotectrice par réduction du risque et/ou l'incidence des maladies
neurodégénératives. Les polyphénols modulent la neuroinflammation en inhibant I'expression
des génes inflammatoires et le niveau d'antioxydants intracellulaires (Aquilano et al., 2008).

D'une autre part; les flavonoides exercent une multiplicité d'actions neuroprotectrices
dans le cerveau, y compris un potentiel pour protéger les neurones contre les dommages
induits par les neurotoxines, une capacité de supprimer la neuroinflammation, et le potentiel

de promouvoir la mémoire, I'apprentissage et la fonction cognitive (Vauzour et al., 2008).

Les grenades contiennent des niveaux trés élevés de substances polyphénoliques
antioxydantes, comparativement aux autres fruits et Iégumes. Les polyphénols se sont révélés

neuroprotecteurs dans des systemes modéles différents (Subash et al., 2014).

Les essais phytochimiques préliminaires sont utiles pour la détection des molécules
bioactives et peuvent ensuite conduire au développement et a la découverte des médicaments.
De plus, ces tests facilitent I'estimation quantitative et la séparation qualitative des composés
chimiques pharmacologiquement actifs (Bhandary et al., 2012; VVaradarajan et al., 2008).

Le screening phytochimique de I'écorce et du jus de Punica granatum a indiqué la
présence des alcaloides, des tanins et des flavonoides alors que les anthocyanes et les
saponines ont été détectés uniqguement dans le jus de grenade. La présence de ces métabolites

secondaires suggére un potentiel bioactif important.

Omoregie et al., (2010), ont mis en évidence des alcaloides dans des extraits d'écorce
issus de solvants apolaires et polaires (hexane, ethyl actétae, méthanol) avec absence des
saponines. Ces mémes auteurs ont détecté la présence des tanins, des flavonoides et des
sucres dans l'extrait méthanolique de I'écorce de grenade. Les flavonoides, les tanins, les
alcaloides et les saponines sont présents dans I'extrait méthanoliques de I'écorce (Elfalleh et
al., 2012). Le chloroforme et I'éther de pétrole ont donné des résultats négatifs. Ceci est en
accord avec le screening phtyochimiques réalise sur I'extrait chloroformique par Bhandary et
al., (2012) qui ont révélé l'absence des tanins, des flavonoides, des saponines et des
alcaloides. A cet égard, Elfalleh et al., (2012) ont indiqué que la phytochimie de grenade

differait selon les solvants et les organes utilises pour extraire les métabolites secondaires.
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La phytochimie a révélé la présence des composés phénoliques, des flavonoides, des
tanins, des alcaloides, des saponines, des glycosides, des triterpénoides, des stéroides et de la
vitamine C dans le jus de grenade. Ces composés ont une application potentiellement
considérable contre la pathologie humaine (Ali, 2016).

Le taux élevé de polyphénols totaux trouve dans notre jus concordent avec ceux
rapportés par Nuncio-Jauregui et al., (2014) dans plusieurs variétés de grenade (3222-4065
mg GAE L-1). En outre, Mena et al., (2011a) ont rapporté des concentrations de polyphénols
totaux entre 1500 - 4500 mg de GAE L-1 dans des variétés de grenadier cultivées en Espagne.
Les polyphénols totaux du jus de grenade sont de 1’ordre de 2083-3436 mg L-1 pour les jus

élaborés a partir de huit cultivars en Turquie (Cam et al., 2009).

La teneur en flavonoides dans notre jus de grenade s'est montrée plus élevée que celle
trouvée par El Kar et al., (2013) qui ont rapporté un taux de flavonoides totaux entre 120 et
1100 mg QE / L pour sept cultivars de grenade tunisiens. Cette fluctuation peut étre liée a la
région geographique, la floraison, la croissance, la maturation, la récolte, la saison,
l'utilisation des arilles ou le fruit en entier qui peuvent modifier la composition du fruit. Ces
facteurs épigenétiques provoquent des changements dans la teneur en polyphénols et les

niveaux des macro/micronutriments (Mirdehghan et Rahemi, 2007).

Dans une autre part, le contenu en polyphenol total dans I'extrait méthanolique de
Punica granatum concorde avec les résultats (100,4-181,0 mg GAE /g ms) rapportés par Saad
et al., (2012) et supérieur a ceux (49,36-89,23 mg GAE /g ms) rapportés par Tabaraki et al.,
(2012). Abdel Moneim, (2012a) a rapporté un taux de 124 + 5,42 mg GAE / g et 59,44 + 3,71
mg Q/g de polyphénols et de flavonoides dans I'extrait méthanolique issu de I'écorce de
Punica granatum respectivement. Elfalleh et al., (2012) ont enregistré un taux de 85.60+4.87
(GAE mg /g ms) et 139.63 + 4.25 (TAE mg / g ms) de polyphénols et de tanins hydrolysables
respectivement dans I'extrait méthanolique de I'écorce. L'extrait d'écorce de grenade s'est
réveélé étre riche en tanins 420,58 £ 9,17 mg TAE /g de ms (Basiri et al., 2014).

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques. Des études
ont montré que les facteurs extrinséques (tels que les facteurs géographiques et climatiques),
les facteurs génetiques, mais egalement le degré de maturation de la plante et la durée de
stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (Louerrad et Kaid-Harche,
2016; Aganga et Mosase, 2001).
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Les polyphénols de grenade comprennent les flavonoides (flavonols, flavanols et
anthocyanes), les tanins condensés (proanthocyanidines) et les tanins hydrolysables
(ellagitanins et gallotannins). D'autres substances phytochimiques identifiées a partir de la
grenade sont les acides organiques et phénoliques, les stérols et les triterpénoides, les acides

gras, les triglycérides et les alcaloides (Seeram et al., 2006).

Russo et al., (2018) ont pu identifier différentes classes de composés phénoliques; a
savoir, les anthocyanes, les acides phénoliques, les tanins hydrolysables et les flavonoides.
Les anthocyanes ont été trouves responsables de la couleur rouge du jus de grenade. L'analyse
quantitativement et qualitativement par chromatographie liquide & haute performance a
identifiée; delphinidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside, cyanidine 3-glucoside et 3,5-
diglucoside et pélargonidine 3-glucoside et 3,5-diglucoside (Hernandez et al., 1999). Ces

composés présentent une activité antioxydante élevée (De Pascual-teresa et al., 2004)

Effectivement, notre analyse HPLC nous a permis d’identifier dix acides phénoliques
(acide gallique, acide caféique, vanilline, acide isovanillique, acide férulique, acide
syringique, acide o-Anisique, acide 3-hydroxy-4-methoxycinnamique, acide m-anisique et
trans-cinnamique), sept flavonoides (rutine, prunine, lutéoline, quercetine, apigenine,

isorhamnetine, hesperidine) et un tanin ( acide tannique).

Toutes fois plusieurs autres composés sont présents avec des quantités significatives
dans le jus de grenades mais qui n’ont pas été identifiés dans notre chromatogramme HPLC
par indisponibilité des standards comme les catéchines (HE et al., 2011), les anthocyanines
(He et al., 2011 ; Pérez-Vicente et al., 2002; Alighourchi et al., 2008; Hernandez et al., 1999)
(delphinidin 3,5-diglucoside, delphinidin 3-glucoside, cyanidin 3,5-diglucoside, cyanidin 3-
glucoside, pelargonidin 3,5-diglucoside, et pelargonidin 3-glucoside), des tanins (Seeram et
al., 2004), tanins hydrolysables et punicalagine ou encore acide ellagique (Vicinanza et al.,
2013).

De plus, l'analyse de la composition polyphénolique du jus de grenade montre
différentes classes de polyphénols comme les flavonoides, les acides phénoliques et les
stilbénes. En particulier, les acides phénoliques, I'acide gallique, I'acide chlorogénique, I'acide
p-coumarique, acide ellagique, acide protocatéchuique, acide ferulique, acide ellagique,
quercétine et la rutine (Matthaiou et al., 2014).
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L'analyse par HPLC montre que les constituants du jus de grenade sont les
anthocyanines, sucre, acide ascorbique, acide ellagique, acide gallique, acide caféique,
catéchine, EGCG, quercétine, rutine, de nombreux minéraux, fer et acides aminés (De Nigris
et al., 2005).

Ce fruit améliore la santé. Ces effets physiologiques bénéfiques peuvent également
avoir des applications préventives dans une variété de pathologies. Les avantages pour la
santé de la grenade ont été attribués a sa large gamme de composés phytochimiques, qui sont
principalement des polyphénols, y compris principalement des ellagitanins hydrolysables
(punicalagin, punicalin, acide ellagique, gallotannins etc.), flavonoids (rutine, quercetine,
kaempferol et luteoline glycosides), des anthocyanines (cyanidine, delphinidine et

pélargonidine glycosides) et d'autres polyphénols (Viuda-Martos et al., 2010).

La teneur en antioxydants et les bienfaits potentiels sur la santé associés a la consommation de
grenade et des produits a base de grenade ont entrainé une augmentation de la demande des
consommateurs pour cette culture, ce qui en fait une culture a valeur élevée. Les avantages
potentiels pour la santé et la haute teneur en antioxydants de ce fruit sont attribués aux
composés polyphénoliques qu'il contient, y compris les acides phénoliques omniprésents,
I'acide gallique et I'acide ellagique, et punicalagin A et punicalagin B, deux polyphénoliques
uniques a ce fruit (Qu et al., 2012).
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2. Etude in vivo
2.1 Plomb

2.1.1 Evolution pondérale

Le Tableau 10 représente I'évolution du poids corporel des souris durant 12 semaines
d'expérimentation. Les souris intoxiquées par l'acétate de plomb présentent une diminution
du poids corporel par rapport aux souris témoins (P > 0.05). Le groupe des souris intoxiquées
par le plomb et traitées par le jus de Punica granatum présente une évolution pondérale
intermédiaire entre les souris qui ont recu uniquement le plomb et celles des témoins (P >
0.05). Les souris ayant recues I'extrait méthanolique issu de I'écorce de grenade ont des poids

corporels comparables a ceux des témoins (P > 0.05).

Tableau 10. Effet de du Plomb sur le poids corporels durant 12 semaines d'expérimentation.
(Pb): Le groupe des souris intoxiquées par Acétate de plomb (1000ppm). (Pb-J): Le groupe
des souris intoxiquées par acétate de plomb (1000ppm) traitées par le jus de grenade; (Pb-E):
Les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000ppm) traitées par I'extrait méthanolique

d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des souris témoins pendant 90 jours. * P < 0,05.

Evolution pondérale (g) / Lots expérimentaux
T Pb Pb-J Pb-E
Semaine 1 20,78 1,31 18.21+1.36 19,11+1.26 21.78+0.91
Semaine 4 30,32+ 2,74 27,78+0.52 29,56+1.20 30.42+1.36
Semaine 8 34,54 + 2,87 32.6+1.58 30.07+£1.33 35.33+3.07
Semaine 12 | 36,18 + 3,09 32.17+0.42 34.175+2.33 36.78+2.46

2.1.2 Solution consommeée

Le volume de la solution consommée chez les souris intoxiquées par le plomb est
significativement moins important que les souris témoins (P < 0.05). Les souris intoxiquéees
par ce métal et traitées par le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de Punica granatum ont un
volume de consommation intermédiaire entre les souris intoxiquées et les témoins (Tableau
11).
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Tableau 11. Effet de du plomb sur la consommation de I'eau de boisson durant 12 semaines
d'expérimentation. (Pb) Le groupe des souris intoxiquées par I'acétate de plomb (500mg/Kg).
(Pb-J): Le groupe des souris intoxiquées par I'acétate de plomb (500mg/Kg) traitées par le jus
de grenade; les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (500mg/Kg) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des souris témoins pendant 90 jours.
* P <0,05.

Solution consommeée en ml / Lots expérimentaux

T Pb Pb-J Pb-E

212,77+48,65 | 126.61+42.56* | 173.84+28.78 | 186.57+31.70

2.1.3 Parametres neurologiques étudiés
2.1.3.1 Tests de comportement
2.1.3.1.1 Test de I'activité locomotrice

L'activité locomotrice des souris a été évaluée par le score qui est le nombre de cases

visitées par les souris durant 20 minutes réparties en quatre phases.

L'exposition au plomb provoque une hyperactivité locomotrice significative chez le lot
traité par le plomb par rapport au lot témoin dans les 4 phases. Cependant, le jus de Punica
granatum a permis d'enregistrer une amélioration significative du nombre de cases explorées
par les souris empoisonnées au plomb dans la phase 2 et 3 (P < 0,05). L'extrait méthanolique
issu d'écorce de grenade diminue significativement l'activité locomotrice dans la troisieme
phase alors qu'elle augmente significativement lors des deux dernieres phases (P < 0,05)

Figure 25.
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Figure 25: résultats de I'activité locomotrice chez les souris intoxiquées par le plomb (1000
ppm), les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de grenade
(v/v); souris intoxiquées par I'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par I'extrait méthanolique
d'écorce de grenade (500mg/kg) et celui des souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs

représentent les moyennes de 5 expériences £ SEM; * P < 0,05.

2.1.2.3.2 Test de la chambre noire/claire

Le plomb ingéré par les souris entraine une augmentation significative du temps de
séjour dans le compartiment sombre. Ils passent moins de temps dans le compartiment
lumineux peu familier, plus aversif et anxieux par rapport aux souris témoins (P < 0,05).
Cependant, le groupe intoxiqué traité (jus et écorce de grenade) a un comportement similaire a
celui du groupe témoin, mais pas de fagon significative (P > 0,05) sauf dans la derniere phase
I'extrait méthanolique diminue significativement le temps de séjour dans le compartiment noir

provoqué par le plomb (Figure 26) .
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Figure 26: résultats du test compartiment noir/clair chez les souris intoxiquées par le plomb
(1000 ppm), les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de
grenade (v/v); souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celui des souris témoins pendant 90 jours.

Les valeurs représentent les moyennes de 5 expériences = SEM; * P < 0,05.

2.1.2.3.3 Test de la nage forcée

Le temps d'immobilité était plus faible chez les souris témoins et plus élevé chez les
souris empoisonnées par l'acétate de plomb. Le jus de Punica granatum améliore
significativement le temps d'immobilité chez les intoxiquées par le plomb et traités par le jus
de grenade (P < 0,05). Quant aux souris traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade
ont enregistré un temps d'immobilité intermédiaire entre les témoins et les souris ayant regu
I'acétate de plomb (P > 0.05). Figure 27
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Figure 27: résultats du test de la nage forcée chez les souris intoxiquées par le plomb (1000
ppm), les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de grenade
(v/v); souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par I'extrait méthanolique
d'écorce de grenade (500mg/kg) et celui des souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs
représentent les moyennes de 5 expériences + SEM; * P < 0,05.

2.1.4 Dosage du plomb au niveau cérébral

Le dosage du plomb par spectrophotométrie atomique est donné dans la figure 28 . Les
résultats montrent un taux de plomb élevé (7.87+7.9 ug/l) au niveau du cerveau cela confirme
son passage a travers la membrane hémato encéphalique et que le cerveau constitue un site de
fixation des métaux lourds. Le traitement par le jus et I'extrait méthanolique réduit le taux de

plomb au niveau du cerveau (1,22+0.39 et 1,07+0.3 pg/l respectivement, P > 0.05).
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Figure 28: Taux de plomb dans le cerveau des souris intoxiquées par le plomb (1000 ppm), les
souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de grenade (v/v);
souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par I'extrait méthanolique
d'écorce de grenade (500mg/kg) et celui des souris témoins

2.1.5 Dosage TGP, TGO et Ca

L'analyse des marqueurs de la fonction hépatique a montré un taux significativement
élevé en TGO (444.5 + 28.99; P < 0.05) et en TGP (109 £ 35.35; P > 0.05) chez les souris
intoxiquees par rapport aux souris témoins (338 = 12.73; 73.5 = 13.43). L'administration
quotidienne du jus de grenade a permis de diminuer le fuite des transaminases TGP et TGO
par rapport aux souris intoxiquées P > 0.05. L'extrait méthanolique d'écorce de grenade

diminue significativement le taux de TGO (P < 0.05; Tableau 12).

De plus, les résultats du tableau 12 montrent que le plomb induit chez les souris
intoxiquées une augmentation significative du taux de calcium par rapport aux témoins (119.5
+ 1.41 mg/l; P < 0.05). Le traitement par les extraits de grenade corrige I'nypercalcémie

provoquée par le plomb.
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Tableau 12: Taux de TGP, TGO et Ca dans le sang

Lot (T) Lot (Pb) Lot (Pb-J) Lot (Pb-E)
TGO Ul 338 £ 12.73 4445 £ 28.99 * | 406 125,86 4075+ 353 *
TGP U 735 + 13.43 109 + 35.35 | 71,5+ 20,50 79,5 + 27,58
Calcium (mg/l) | 95.85 £ 2.9 1195+ 1.41* [ 99.7+0.99 1005 +0.71

2.1.6 Etude histologique
2.1.6.1 Cerveau

Le cortex cérébral des souris témoins montre une structure cellulaire normale (Figure
29 A). L'exposition au plomb a conduit a des altérations histopathologiques marquées dans de
nombreuses zones du cortex cerébral et de I'hippocampe, y compris la dégénérescence
neuronale sous forme de vacuolisation cytoplasmique, de congestion des vaisseaux sanguins,
de nécrose et d'infiltrat inflammatoire. Ce méme groupe a révélé une diminution de la densité
cellulaire dans I'nippocampe et le cortex cérébral comparativement au groupe témoin (29 B).
L'administration concomitante du jus de grenade avec de l'acétate de plomb a amélioré les

Iésions induites par I'acétate de plomb (Figure 29 C).

Le groupe traité avec ce jus de fruit présente des changements dégénératifs et une
vacuolisation modérés avec absence de necrose et d'infiltrat inflammatoire dans I'nippocampe

et dans le cortex cérébral par rapport au groupe intoxiqué a la fin du 3*™ mois.

Les souris ayant recu le jus de grenade (v/v) présentent une neurodégénérescence et une
vacuolisation moins importantes que celles des souris traitées par l'extrait méthanolique

d'écorce de Punica granatum (500 mg/ kg) (Figure 29 C, D).

68




Résultats et Discussion

Figure 29 A: Etude microscopique du cortext cérébral (A) et de | 'hippocampe (B) par
coloration hématoxyline et de | 'éosine (H&E) des souris témoins aprés 90 jours (G x 400).
cellule normale ( CN ), densité normale (DN).
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Figure 29 B: Etude microscopique du cortex cérébral (A) et de I'nippocampe (B) réalisée par
coloration hématoxyline et de I'éosine (H&E) chez le groupe intoxiqué par I'acétate de plomb
(1000 ppm) pendant 90 jours (G x 400): cellule normale (CN), une congestion des vaisseaux
sanguins (CV), la nécrose (N), l'infiltrat inflammatoire (IF), la dégénérescence neuronale

(ND); vacuolisation (V), dép6ts amyloides (DA), densité faible (DF)
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Figure 29 C: Etude microscopique du cortex cérébral (A) et de I'hippocampe (B) réalisée par

coloration hématoxyline et de I'éosine (H&E) chez les souris intoxiquées par l'acétate de

plomb (1000 ppm) traitées par le jus de grenade (v/v) pendant 90 jours. cellule normale (CN),

la dégénérescence neuronale (ND); vacuolisation (V); densité moyenne (DM).
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‘eosine (H&E) chez les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par

Figure 29 D: Etude microscopique de I'hippocampe par coloration hématoxyline et de |

I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) pendant 90 jours. (G x 400). cellule

ts amyloides;

0

normale (CN), la dégénérescence neuronale (ND); vacuolisation (V); dép

densité normale (DN)
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2.1.6.2 Tissu hépatique

L'examen histologique du foie des souris est illustré dans la figure 30 A, B, C, D.
L’histologie du foie des souris témoins montre une structure histologique normale. Pour les
souris traitées par une dose de 1000 ppm d'acétate de plomb pendant 90 jours; nous avons
noté une altération sévere de 1’architecture du foie dont des sinusoides dilatés, des veines
centrolobulaires dilatées, des hépatocytes irrégulieres ballonisées, des infiltrats
inflammatoires et des congestions vasculaires avec une veine centrolobulaire dilatée. Chez
les lots intoxiqués par le plomb et prétraités par le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de
grenade, la structure des hépatocytes est assez bien conservée par rapport aux souris
intoxiquées avec présence des congestions vasculaires et absence des infiltrats
inflammatoires.

Figure 30 A: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris témoins 90 jours. (G x 400). Hépatocyte (H), veine centrolobulaire (VC),
sinusoides (S).
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Figure 30 B: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(H&E) chez les souris intoxiquées par le plomb (1000 ppm) pendant 90 jours (G x 400).
Hépatocyte (H), Veine centrolobulaire (VC), Sinusoides (S), Sinusoides dilatés (SD),

Ballonisation (B), infiltrat inflammatoire (IF), Congestion vasculiare (CV), Vacuolisation (V),

Figure 30 C: Etude microscopique du foie par coloration de I'nématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de
grenade (v/v) pendant 90 jours (G x 400). Hépatocyte (H), Veine centrolobulaires(VC),
Sinusoides (S), Sinusoides dilatés (SD), Ballonisation (B), Vacuolisation (V),
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Figure 30 D: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par l'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) pendant 90 jours (G x 400). Hépatocyte (H),
Veine centrolobulaire (VC), Sinusoides (S), Sinusoides dilatés (SD), Ballonisation (B),

Vacuolisation (V),
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2.1.6.3 Tissu rénal

L'observation microscopique des coupes histologiques rénales chez les souris témoins a
montré une architecture cellulaire normale. L'exposition au plomb montre une architecture
histologique marquée par la présence de plusieurs infiltrats inflammatoires dans une méme
section et des dilatations des tubules rénales. Le traitement par le jus des souris intoxiquées
montre une correction des lésions avec présence d'un infiltrat inflammatoire plus important
chez les souris ayant recu I'extrait méthanolique issu d'écorce de Punica granatum (Figure 31
A, B,C, D).

Figure 31 A: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris témoins (G x 400). glomérule (G); Tubule (T).
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Figure 31B: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris intoxiquées par le plomb (1000 ppm) pendant 90 jours (G x 400). infiltrat

inflammatoire (IF), congestion vasculaire (CV), tubules dilatées (V).

Figure 31 C: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez les souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par le jus de
grenade (v/v) pendant 90 jours. (G x 400). infiltrat inflammatoire (IF), congestion vasculaire

(CV), tubules dilatées (V). tubules (T).

77|



| Résultats et Discussion

Figure 31 D: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de | 'éosine
(HE) chez souris intoxiquées par l'acétate de plomb (1000 ppm) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) pendant 90 jours (G x 400). infiltrat

inflammatoire (IF), congestion vasculaire (CV), tubules dilatées (V), tubules (T), glomérule

(G)
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Discussion

Le plomb est une toxine environnementale omniprésente qui affecte plusieurs
systéemes organiques, y compris le systeme nerveux, rénal, reproducteur et hématologique
(Aykin-burns et Ercal, 2006).

Les résultats du suivi du poids corporel ont montré que le plomb induit une diminution
du poids et une consommation significative faible d'eau chez les souris ayant recu l'acétate de
plomb par rapport au groupe témoin. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Seddiki
et al., (2010) qui ont observé une réduction de la prise alimentaire chez les rats avec de

I'acétate de plomb dilué a 250 et 500 mg / L pendant 90 jours.

Missoum et al., (2010) ont constaté que les rats exposés a 1000 ppm d'acétate de plomb
présentaient une augmentation lente du poids corporel par rapport aux rats témoins pendant 8
semaines et que la consommation d'eau diminuait chez les rats traités au plomb pendant
I'expérience. Nos résultats évoquent que le plomb est anorexigéne et qu'il agit sur les centres
neuraux responsables de la régulation de la satiété et de la faim. L'effet anoréxique exercé par
ce métal toxique justifie son implication dans le systeme de la transmission nerveuse

(catécholaminergique, glutamatergique et sérotonine) (Fromentin, 2005).

Des preuves biochimiques, électrophysiologiques et pharmacologiques soutenant un
réle de la dysfonction cholinergique dans les troubles comportementales et cognitifs chez les
sujets en bonne santé et chez les personnes souffrant d'un dysfonctionnement neurologique
(Bartus et al., 1982).

Le plomb a entrainé une augmentation de l'activité locomotrice; ces résultats
concordent avec ceux obtenus par Seddik et al., (2010); Hassan et Jassmin, (2010) et
Kharoubi et al., (2011). L'exposition au plomb peut entrainer des troubles cognitifs et
moteurs, avec des altérations du comportement a long terme (Garza et al., 2005). Ces résultats
suggerent que le plomb pourrait interférer avec la neurotransmission catécholaminergique et

en particulier dopaminergique (Djebli et al., 2005).

A partir de cette étude, il a été possible de démontrer que le taux élevé de polyphénols
présents dans le jus de grenade a permis de reduire I'hyperactivité locomotrice. Notre jus
contient la lutéoline qui a probablement protégé les neurones dopaminergiques en réduisant
les dommages oxydatifs, la neuroinflammation et I'activation microgliale ainsi qu'un potentiel

neurotrophique amélioré (Chen et al., 2008).
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Dans le test de la chambre claire/obscure, la durée du temps passé dans les deux
compartiments nous informe sur le degré d'anxiété, donc une augmentation de l'activité dans
le compartiment blanc devrait refléter un effet anxiolytique, alors qu'une augmentation de
I'activité dans le compartiment sombre devrait refléter un comportement anxieux (Maximino
al., 2010).

Le dysfonctionnement des neurones GABAergique, serotoninergique, dopaminergique

a été impliqué dans la physiopathologie de I'anxiété (Nikolaus et al., 2010).

De nombreux types de médicaments sont utilisés dans le traitement des troubles
anxieux tels que les benzodiazépines et les antidépresseurs. Ces médicaments peuvent
apporter un soulagement temporaire, mais ils s'accompagnent également des effets
secondaires tels que les nausées, les étourdissements, les vertiges, les maux de téte, la

sécheresse de la bouche, constipation, diarrhée, etc (Smith et Robinson, 2012).

En outre, des études récentes ont fourni des preuves substantielles que les extraits
vegétaux et leurs composants majeurs ou bioactifs incluant les alcaloides, flavonoides,
glycosides et saponines ont des effets antioxydants prometteurs et des effets modulant des
systemes  cholinergiques, GABAergiques,  glutaminergiques,  sérotoninergiques,

catécholaminergiques et histaminergiques (Hsieh et al., 2010).

L'effet anxiolytique du jus de grenade a été mesuré a travers le test de boite claire /
sombre, I'augmentation du temps passé dans le compartiment de lumiere sont des indicateurs
de diminution de l'anxiété chez la souris. Ainsi, dans le test de la boite sombre/claire,
l'augmentation du temps passé dans la boite & lumiére induit par les médicaments sont
suggerés comme indice de l'activité anxiolytique (Bourin et Hascoet, 2003). De plus nos
résultats sont contradictoires avec ceux de Kahloula et al., (2013) qui ont rapporté que des
rattes ayant ingérées le plomb pendant la gestation et I'allaitement passaient plus de temps

dans le compartiment éclairé par rapport aux rattes témoins.

Nombreux médicaments a base de plantes sont susceptibles de traiter un large éventail
de troubles anxieux sont classées comme «anxiolytiques» et ont généralement des effets sur le
systeme GABA (Sarris, 2007). La suppression de ces troubles dans le test de la chambre
noire/éclairée suggerent que le jus et l'extrait d'écorce de grenade ont modulé le systéeme
GABA-ergique. Ce résultat est cohérent avec les résultats obtenus par Kumar et Maheshwari,
(2008) qui a constaté que I'extrait éthanolique de grenade était associé a une diminution de
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I'anxiété chez la souris. Abdulmalek et al., (2015); suggérent que le jus de Punica granatum

possede un effet anxiolytique et augmente la curiosite.

Les polyphénols végétaux tels que les flavonoides se sont avérés conférer des
avantages bénéfiques pour la santé. La lutéoline (3, 4, 5, 7-tétrahydroxyflavone), une sorte de
flavonoide, possédant des propriétés anti-oxydantes, anti-tumorales et anti-inflammatoires
(Oh et al., 2016) et neuroprotectrices (Oh et al., 2016; Ren et al., 2013; Zhang et al., 2013).
Ce flavonoide naturel a été signalé comme ayant des effets antidépresseurs, antinociceptifs et
anxiolytiques, qui impliquent peut-étre les mécanismes de modulation de la signalisation
GABA (Shen et al., 2016). En effet, Coleta et al., (2008) ont signalé que la lutéoline pouvait
atteindre le cerveau et exercer des effets de type anxiolytique via I'activation GABAergique
(Coleta et al.,, 2008). Rappelons que cet acide phénolique a été identifié dans le

chromatogramme du jus.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Kahloula et al., (2013); qui ont
rapporté que le plomb augmente significativement le temps d'immobilité dans le test de nage
forcée (FST). Mantovani et al., (1999); ont montré que dans le test de nage forcée, le plomb
peut exercer son action inhibitrice directement ou indirectement du complexe récepteur
NMDA. L'activité antidépressive est liee a la réduction du temps d'immobilité des
médicaments (Wolak et al., 2013). L'extrait d'écorce de grenade peut améliorer le temps
d'immobilité en modulant le complexe NMDA -récepteur.

Flora et Seth, (2000), ont constaté que le plomb s'accumule dans toutes les régions du
cerveau et particulierement au niveau de I'hippocampe. Ces résultats suggerent fortement que
les effets du plomb sur les récepteurs NMDA (NMDAR) pourraient étre la base des déficits

induits par le plomb dans la fonction cognitive (Nihei et al., 2000).

Le dysfonctionnement du récepteur NMDA (NMDAR) semble jouer un réle crucial
dans plusieurs troubles majeurs du systéme nerveux, y compris les lésions cérébrales
ischémiques, les maladies neurodégénératives chroniques, la douleur, la dépression et la
schizophrénie. L'hyperactivité ou I'nypofonction des NMDAR pourraient contribuer a la

physiopathologie de ces maladies (Zhou et Sheng, 2013).

Le test de nage forcée est une technique couramment employée pour suggérer un état
dépressif chez les animaux, puisque certains aspects de la depression humaine s‘accordent

avec I'immobilité comportementale des rats pendant la nage forcée (Porsolt et al., 1977).
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Le jus de grenade améliore I'état dépressif des souris empoisonnées par le plomb,
probablement par modulation des fonctions NMDA. Ces modifications comprennent un temps
d'immobilisation faible dans le test de nage forcée (Vieyra-Reyes et al., 2008). Ainsi, I'effet
antidépresseur du jus peut étre dd & son contenu en flavonoides élevés. Un régime riche en
flavonoides et en vitamines peut aider a réduire l'anxiété et la dépression (Mallick et Khan,
2015).

D'autre part, certains auteurs ont rapporté que la quercétine un flavonoide qui a été
détecté dans le chromatogramme du jus de grenade peut diminuer le niveau d'anxiété et de
dépression (Aguirre-Hernandez et al., 2010) et a également démontré une relation entre les
effets de la quercétine et les récepteurs GABA dans le systeme nerveux centrale (Goutman et
Calvo, 2004).

Nos résultats démontrent clairement qu'une supplémentation quotidienne par le jus de
grenade atténue de facon significative le niveau d'anxiété, la dépression et corrige
I'nyperactivité locomotrice chez les souris exposées au plomb. alors que I'extrait méthanolique
issu d'écorce de grenade s'est montré moins efficace dans I'évaluation des paramétres

neurologiques.

La détermination du plomb par spectrophotometre atomique a montré un niveau de
plomb élevé dans le cerveau. La capacité du plomb a traverser la barriere hémato-
encéphalique est due en grande partie a sa capacité a se substituer aux ions calcium. Dans le
cerveau, les dommages induits par le plomb dans le cortex cérébral préfrontal, I'nippocampe
et le cervelet peuvent entrainer divers troubles neurologiques, tels que des Iésions cérébrales,
un retard mental, des troubles du comportement, des Iésions nerveuses et possiblement la

maladie d'Alzheimer et Schizophrénie (Sanders et al., 2009).

Dans cette étude, la teneur élevée en polyphénols dans le jus et I'écorce a diminué le
plomb dans le cerveau et qui peut en partie expliquer son effet protecteur. Les flavonoides
sont une classe de composés phénoliques végétaux secondaires avec des propriétés
antioxydantes et chélatantes significatives. Des groupes hydroxyles multiples conférent a la
molécule une activité antioxydante, chélatante et pro-oxydante substantielle (Heim et al.,
2002).
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Les grenades contiennent des niveaux tres éleves de substances polyphénoliques
antioxydantes par rapport aux autres fruits et légumes. Les polyphénols se sont révélés

neuroprotecteurs dans différents systémes modeles (Hartman et al., 2005).

La quercétine et I'nespéridine identifiées sont capables de franchir la barriére hémato-
encéphalique et d'y exercer leurs effets neuroportecteurs grace leur lipophilie et leurs
interactions avec les transporteurs d'efflux (Youdim et al., 2003; Youdim et al., 2004). Les
tanins mis en évidence par les réactions de caractérisation dans le jus et dans I'écorce sont des
polyphénols avec une excellente capacité de liaison avec les métaux. Pekdemir et al., (2000)
ont montré que I'acide tannique dans des conditions in vitro est un chélateur tres efficace pour
le plomb. Des tests sur des souris ont montré que dans des conditions in vivo l'acide tannique
inhibe efficacement I'absorption du Pb. L'affinité de I'acide tannique pour les métaux lourds

est suggérée comme une raison de cet effet protecteur (Peaslee et Einhellig, 1977).

Les transaminases sont des biomarqueurs de la fonction hépatique. En général,
I'élévation des transaminases dans le sang est un indice de dommage des cellules
parenchymateuses du foie (Gowda et al., 2009). Nos résultats concordent avec ceux obtenus
par Ibrahim et al., (2012) et Hamdy et El-Tantawy, (2016) qui ont montré que l'ingestion du
plomb stimulait fortement I'activité de I'AST et de I'ALT. Ces observations sont en accord
avec une étude antérieure réalisée par Wardani et al., (2017), qui ont rapporté que le plomb a
un effet hépatotoxique. Ces auteurs ont conclu que le stress oxydatif jouerait un role important

dans les Iésions hépatiques induites par I'acétate de plomb

Le taux élevé de TGP et de TGO dans le sang indique une lésion hépatique et peut étre
expliquer par la fuite de ces enzymes du tissu vers le sang suite a une l'altération de la
perméabilité membranaire ou de nécrose hépatocellulaire causée par le plomb (Deepmala et
al., 2013). Le traitement par le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade a protégé et

stabilisé la membrane des cellules hépatiques et a limité la fuite de ces enzymes.

A ceci s'ajoute une hypercalcémie significative qui a été observée chez le groupe qui a
recu le plomb par rapport au groupe témoin. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par
Houari, (2015) qui a noté un taux de calcium sanguin significativement élevé chez des rats
intoxiqués par le plomb durant 21 jours. Cette augmentation significative du calcium dans le
sang induite par l'acétate de plomb peut étre due a une altération de la fonction rénale ou a une
action inhibitrice du plomb sur le transport des cations dans les tissus des rats (Staessen et al.,
1990).
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La toxicité au plomb est multifactorielle et interrompt directement [l'activation
enzymatique, inhibe compétitivement I'absorption des traces minerales, se lie aux protéines
sulfhydryl (interrompant la synthese des protéines structurales), altére I'noméostasie du
calcium et abaisse le niveau des réserves disponibles d'antioxydants sulfhydryl corps (Lyn,
2006; Anusuya et Kiran, 2012). Le traitement par le jus et I'écorce de Punica granatum n'a

pas causé une altération du niveaux de Ca*? comparativement au groupe témoin.

La toxicité au plomb affecte la structure histologique normale du cerveau et provoque
des perturbations dans les fonctions normales exercées par elle. Clasen et al., (1974) ont
signalé un cedéme cérébral, des modifications musculaires et une atrophie cérébelleuse focale
impliquant des cellules granulaires et de Purkinje et une dégénérescence neuronale a la suite

d'une encéphalopathie au plomb dans le cerveau du rat.

Des coupes transversales au niveau du cerveau réalisés par Sidhu et Nehru, (2004) ont
montré une dégénérescence des neurones, une perturbation de Il'arrangement normal des
couches cellulaires, des cellules plus grandes avec de grands espaces vasculaires autour d'eux.

Plusieurs études ont révélé que les composés phénoliques des végétaux pourraient
diminuer I'accumulation des meétaux lourds dans les tissus (Hu et al., 2008; Xia et al., 2010;
Amudha et Pari, 2011).

Dans ce contexte; les dommages cellulaires induits par le plomb, dans le travail actuel,
peuvent étre attribués a sa capacité a générer des especes oxygénées réactives qui
endommagent les tissus en augmentant la peroxydation lipidique et une diminution des
enzymes antioxydants tels que la glutathion réductase, la glutathion-S-transférase, la
superoxyde dismutase et la catalase, ainsi que des antioxydants non-enzymatiques tels que les

groupes sulfhydryle totaux comme rapporté par El-Missiry, (2000).

La peroxydation lipidique et la rupture des lipides avec la formation de composés
réactifs peuvent conduire a des changements dans la perméabilité et la fluidité de la bicouche
lipidique membranaire et peuvent altérer considérablement l'intégrité cellulaire (Barrera,
2012).

Le plomb est connu pour produire des dommages oxydatifs dans le foie en provoquant
la peroxydation des lipides membranaires, un processus délétere réalisé exclusivement par les
radicaux libres (Paul et al., 2013).
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Nos résultats ont montré une augmentation des enzymes de la fonction hépatique
confirmée par les lésions observees au niveau du foie par microscopie photonique. Ces
enzymes sont habituellement élevées en cas d'hépatotoxicité aigué ou de lésions hépato-
cellulaires 1égéres, mais tendent a diminuer avec une intoxication prolongée due a des lésions

hépatiques (Nwanjo et al., 2006; Cornelius,1979).

L'architecture du foie a été endommagé aprés 90 jours d'exposition a l'acétate de
plomb. L'observation d'une section hépatique d'un rat ayant recu 0,13% d'acétate de plomb
dans l'eau potable pendant 4 semaines par Ahmed et al., (2014) a montré une légére
infiltration avec des cellules inflammatoires pres de la veine centrale congestionnée et
vacuolisation des hépatocytes. Nos résultats vont de pair avec Pal et al., (2013) qui ont signalé
que le plomb a causé un dysfonctionnement hépatique et une mort cellulaire dans le foie.

L'exposition au plomb produit une alternance histologique dans le foie, y compris la
nécrose focale avec vacuolisation des hépatocytes, gonflement, infiltration leucocytaire,
noyaux pykonotiques, dilatation de la veine centrale et des sinusoides (Sharma et al., 2010).
En général, linfiltration cellulaire dans le tissu hépatique suggére en particulier une
abondance des leucocytes et des lymphocytes qui sont une réponse importante des tissus face
a tous les impacts nuisibles (Sharma et al., 2011).

Nos extraits ont légerement restauré la structure des hépatocytes avec une diminution
des marqueurs de la fonction hépatique ce qui leur conférent une activité hépatoprotectrice.
Ceci confirme I'étude qui a été réalisée par Abdalla et al., (2016) qui ont prouvé que I'extrait
aqueux de grenade a une activité hépatoprotectrice et antioxydante car il a la capacité de
réduire les dommages oxydatifs hépatiques. Dans une étude effectuée par Jamshidzadeha et
al., (2012) a montré que la consommation réguliére du jus de grenade posséde des activités
biologiques variées et pourrait étre potentiellement utile pour la prévention des maladies
dégénératives chroniques du foie.

La grenade a un effet préventif contre les maladies humaines di a ses ingrédients
actifs comme les tanins, les polyphénols et les flavonoides (Hajimahmoodi et al., 2013), ces
composés se retrouvent en quantités importantes dans I'écorce, le jus et I'huile des graines des
fruits de la grenade (Abdel Moneim et al., 2013). Le jus de grenade qui a fait objet de notre
étude peut réduire le stress oxydatif des macrophages, les radicaux libres et la peroxydation
des lipides. De plus, il empéche la croissance cellulaire et induit lI'apoptose, ce qui peut
conduire a des effets anticancerigénes via les ellagitanins (Zarfeshany, et al., 2014).
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Plusieurs altérations rénales ont été observées dans les sections des reins des souris
intoxiquées par le plomb. Les reins étant la principale voie d'excrétion du plomb, cet organe
est particulierement exposé a ses effets toxiques (Khan et al., 2008). Les espéces réactives
d'oxygene sont les initiateurs des dommages par oxydation des membranes (Sandhir et al.,
1994) ce qui entraine une altération de la fonction membranaire et son intégrité structurale, la
diminution de la fluidité, I'inactivation d'un certain nombre d'enzymes liées a la membrane
(El-Beltagi et Mohamed, 2013)

Les souris ayant recues le jus de grenade ont présenté une architecture tissulaire rénale
améliorée par rapport aux intoxiquees et par rapport a celles qui ont été traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade. Ahmed et Eid-Ali, (2010) ont conclu que l'extrait de
d'écorce de grenade est un agent néphro-préventif puissant et ceci est attribué a sa forte teneur

en polyphénols.

Les résultats de la coloration hématoxyline et éosine du tissu rénal et hépatique de
cette étude sont en accord avec les résultats de Aksu et al., (2017) qui ont trouvé que le jus de
grenade a réduit le stress oxydatif en diminuant la peroxydation lipidique, a amélioré les
activités des enzymes antioxydantes et les dommages cellulaires induits par le plomb dans les

tissus du rein et du foie chez le rat.

Plusieurs études précliniques ont démontré le réle protecteur de la grenade dans la
néphrotoxicité induite par le chlorure de mercure (Boroushaki et al., 2014), la gentamicine
(Cekmen et al., 2013), le tétrachlorure de carbone (Abdel Moneim et El-Khadragy, 2013) et
I'népatotoxicité induite par I'arsenic (Shafik et EI Batsh, 2016).

Dans une étude menée par Nirwane et al., (2014) a montré que P. granatum possede
une activité néphroprotectrice qui peut étre attribuable a ses flavonoides (anthocyanidines),

ayant un potentiel préventif dans le traitement des troubles rénaux.
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2.2 Aluminium
2.2.1 Evolution pondérale

La croissance pondérale des souris est montrée dans le tableau 13. Les souris
intoxiquees par l'aluminium posséde une évolution pondérale semblable & celle des souris
intoxiquées par I'aluminium et traitées par le jus de grenade (P > 0.05). Les souris qui ont été
traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade ont une évolution pondérable

comparable a celle des témoins (P > 0.05).

Tableau 13. Effet de du chlorure d'aluminium sur le poids corporels durant 12 semaines
d'expérimentation. Le groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg). Le
groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de
grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kQg) et celle des souris témoins pendant 90 jours. *
P <0,05.

Evolution pondérale (g) / Lots expérimentaux

C AL AL-J AL-E
Semaine 1 20,78+1,31 | 17,23+0,60 | 17,5¢0,53 | 18,83+0,53
Semaine 4 30,32+ 2,74 | 26,95+3,30 28,64+2,91 | 28,4+2.91
Semaine 8 34,54 +2,87 |31,48+2,63 | 31+0,58 33,44+0.58
Semaine 12 | 36,18 +3,09 | 31,57+2,46 | 32,22+0,94 | 33,68+0.94

2.2.2 Solution consommeée

L'aluminium entraine significativement une diminution du volume d'eau consommée par
rapport au témoins (P < 0.05). Le volume d'eau consommé par les souris traitées par les
extraits de grenade est plus important que les souris qui ont recu I'aluminium (P > 0.05)
(Tableau 14).
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Tableau 14. Effet de du chlorure d'aluminium sur la consommation de I'eau de boisson durant
12 semaines d'expérimentation. Le groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium
(500mg/Kg). Le groupe des souris intoxiquéees par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées
par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées
par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des souris témoins pendant
90 jours. * P < 0,05.

Solution consommeée en ml / Lots expérimentaux

c AL AL-J AL-E

212,77+48,65 | 152.94+37,94* | 164.39£32.43 | 171.84+25.4

2.2.3 Parameétres neurologiques étudiés

2.2.3.1 Test de comportement
2.2.3.1.1 Test de I'activité locomotrice

L'intoxication chronique par une dose de 500mg/kg du chlorure d'aluminium a
augmenté de maniére significative le nombre de carrés parcourus par les souris dans toutes les
sessions comparativement au groupe témoin. Le traitement par le jus de grenade en méme
temps qu'une exposition a I'aluminium a protégé les souris des changements induits par ce
dernier. La consommation quotidienne du jus de fruit a significativement amélioré I'activité
locomotrice dans les trois derniéres étapes. De méme I'extrait méthanolique d'écore de Punica
granatum a amélioré significativement I'nyperactivité locomotrice provoquée par I'aluminium

durant les trois premieres phases (Figure 32).
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Figure 32: résultats de l'activité locomotrice chez le groupe des souris intoxiquées par
chlorure I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des
souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les moyennes de 5 expeériences *
SEM; * P < 0.05.

2.2.3.1.2 Test de la nage forcée

Durant le test de Porsolt; le temps d'immobilité enregistré est plus faible chez les
souris témoins et significativement plus élevé chez les souris empoisonnées par le chlorure
d'aluminium P < 0,05. Les souris traitées par le jus de fruit ont enregistré un temps
d'immobilité moins important que celui qui ont recu I'extrait méthanolique de grenade (P >
0,05, figure 33).
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Figure 33: résultats de du test de Porsolt chez le groupe des souris intoxiquées par chlorure
I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par chlorure l'aluminium
(500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des

souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les moyennes de 5 expériences +
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2.2.3.1.3 Test de la chambre noire/claire

Le temps de résidence dans le compartiment obscur est significativement plus
important chez les souris intoxiquées par I'aluminium durant les trois dernieres phases. Les

souris ayant recu le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade ont eu un comportement

similaire et comparable aux souris témoins P > 0.05. Figure 34.
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Figure 34: résultats du test chambre noire/claire chez le groupe des souris intoxiquées par
chlorure I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des
souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les moyennes de 5 expériences +
SEM; * P <0,05.

2.2.3.1.4 Test de labyrinthe en croix sur élevé

Le traitement par le jus de grenade a significativement augmenté le temps passé sur le
bras ouvert par rapport au groupe témoin et intoxiqué (P < 0,05). Les souris recevant
500mg/kg de chlorure d'aluminium pendant 90 jours ont montré une préférence plus faible
pour le bras ouvert. Nos données montrent également que le niveau danxiété était
significativement réduit chez les souris empoisonnées recevant quotidiennement le jus de
grenade. De méme les souris ayant recu une supplémentation journaliere en extrait

méthanolique d'écorce de grenade mais de maniéere non significative P > 0.05 (Figure 35).
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Figure 35: résultats du test de labyrinthe en croix sur éleve chez le groupe des souris
intoxiquees par chlorure I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par
chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le
chlorure l'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade
(500mg/kg) et celle des souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les

moyennes de 5 expériences £ SEM; * P <0,05.
2.2.3.1.5 Test de curiosité

Le jus de grenade a significativement augmenté le nombre d'immersion de la téte des
souris par rapport celui des souris témoins durant la premiére étape. Le groupe témoin et les
souris intoxiquées traitées avec le jus ont un nombre d'immersion de la téte presque identique
dans les 2 dernieres phases P > 0,05. Les souris empoisonnées par lI'aluminium sont moins
curieuses dans les 3 phases. Les souris intoxiquees traitées par I'extrait méthanolique d'écorce
de Punica granatum ont un nombre de trous explorés identique a celui des souris ayant recu
exclusivement l'aluminium. Le nombre de trous explorés est réduit dans les deux derniéres

étapes pour tous les groupes (Figure 36).
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Figure 36: résultats du test de curiosité chez le groupe des souris intoxiquées par chlorure
I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par chlorure l'aluminium
(500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium
(500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) et celle des
souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les moyennes de 5 expériences +
SEM; * P <0,05.

2.2.3.2 Tests de mémoire
2.3.2.2.1 Test de labyrinthe de Morris

Le test du labyrinthe de Morris a été utilisé pour évaluer la capacité cognitive des
souris. Les animaux intoxiqués par Al ont montré une augmentation significative (P <0,05) du
temps pour trouver la plateforme du premier jusqu'a 5™ jour par rapport au groupe témoin et
au groupe intoxiqué traité par le jus. L'apprentissage des souris empoisonnées qui ont recu le
jus de fruit et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade pendant les 5 jours passent moins de

temps a trouver la plateforme (Figure 37A).

Chaque jour, le temps pour atteindre la plateforme rendue invisible par une eau
opacifiée a été enregistré pour eévaluer la performance de I'apprentissage. Les souris ont dd
apprendre la position de la plateforme invisible. La presente etude montre que l'intoxication

chronique par l'aluminium des souris a entrainé une diminution significative de la
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performance d'apprentissage en comparaison avec le groupe témoin. D'autre part,
I'administration chronique de jus de grenade pendant 90 jours apres le sevrage améliore
significativement les déficiences cognitives des souris exposées a Al. Les souris ayant pris un
traitement d'extrait méthanolique d'écorce de grenade concomitant avec I'aluminium prennent

moins de temps a trouver la plateforme invisible. Figure 37B.
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Figure 37: résultats du test de labyrinthe de Morris A) MST B) MSR chez le groupe des souris
intoxiquees par chlorure I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par
chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le
chlorure l'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade
(500mg/kg) et celle des souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les

moyennes de 5 expériences £ SEM; * P <0,05.
2.2.3.2.2 Test de labyrinthe en 8

Les résultats de mémoire spatial de travail effectué par un labyrinthe en 8 sont donnés dans la
figure 38. Le nombre de bras répétés durant les 5 jours d'apprentissage est important chez les
souris intoxiquées par I'aluminium par rapport aux souris témoins. Pour les souris intoxiquées
traitées par le jus de fruit le nombre de bras répéetes a diminué le 2. 4 et le 5 jours. Les trois

groupes expérimentaux ont enregistré un nombre de bras répétés faibles au 5 jours P > 0.05.
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Figure 38: résultats du test de labyrinthe en 8 " Mémoire spatial de travail "chez le groupe des
souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par
chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade; les souris intoxiquées par le
chlorure Il'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade
(500mg/kg) et celle des souris témoins pendant 90 jours. Les valeurs représentent les

moyennes de 5 expériences £ SEM; * P <0,05.
2.2.4 Parametres biochimiques étudiés
2.2.4.1 Dosage de I'aluminium au niveau du cerveau

Apres 90 jours d'expérimentation, les résultats montrent que les concentrations
cérébrales en aluminium pour le groupe ayant recu I'aluminium étaient significativement plus
élevées que le groupe témoin et le groupe de souris intoxiquées traitées par le jus ce qui
confirme que I'aluminium traverse la barriére hémato encéphalique et se concentre au niveau
du cerveau. Le jus de grenade diminue significativement le taux d'aluminium dans cet organe
(P <0,05) Figure 39.
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Figure 39: Taux d'aluminium dans le cerveau des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium
(500mg/Kg); le groupe des souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées
par le jus de grenade.

2.2.4.2 Dosage TGP, TGO, cholestérol et du calcium dans le sang

Le dosage des transaminases TGO et TGP a montré que la fonction hépatique a été
altérée suite a une intoxication chronique par lI'aluminium chez le groupe Al (TGO; 432,5 +
84,14 U/l; TGP; 220 + 125,86 U/I) par rapport aux souris témoins (338 £ 12.73 U/l; 73.5
13.43 U/l). L'administration quotidienne du jus et d'écorce de grenade a permis de diminuer
I'activité des transaminases TGP et TGO par rapport aux souris intoxiquées P > 0.05 (Tableau
15).

Un taux de cholestérol élevé a été enregistré chez les souris intoxiquées par I'aluminium; ces
derniéres ont montré les poids les plus faibles durant les 12 semaines d'expérimentation.
Notons que les groupes intoxiqués traités ont montré un taux de cholestérol comparable P >
0.05 (Tableau 15).

Le dosage du calcium dans le sang a montré une hypocalcémie significative (79,85 + 0.92)
par rapport aux souris témoins ( 95.85 * 2.9) P < 0.05. Une suplémentation quotidienne en jus

et en écorce de grenade a permis de maintenir une taux de calcémie proche des normes
(Tableau 15).
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Tableau 15: Taux de TGP, TGO, cholestérol et du calcium dans le sang

Lot (T) Lot (Al) Lot (AI-J) | Lot (AIE
TGO U/l | 338+ 12.73 | 4325+ 84,14 | 4075+ 24,74 | 4025+ 17,68
TGP U/l | 735+1343| 220412586 | 79,5+27,58 | 94+7,07
Cholg/l [093+002 |1,66%006* |1.16+0.06% |1,24+0,19

Calciummg/l | 95.85+2.9 | 79,85+0.92* | 90,3+3.68 |103.9+4.38

2.2.5 Etude histologique
2.2.5.1 Tissu nerveux

L'examen histologique du systéme nerveux a montré un niveau élevé de dégénérescence
neuronale et de vacuolisation dans le cortex et I'hippocampe apres exposition a I'aluminium
dans le groupe intoxiqué par rapport au groupe témoin et traité par le jus. Ce groupe a
également révélé un infiltrat inflammatoire et une diminution de la densité cellulaire (Figure
40B). Les dommages neuronaux chez les souris traitées avec le jus de grenade sont peu
observés. Aucun signe dinfiltration inflammatoire ou de nécrose dans I'hippocampe et le
cortex cérébral des souris intoxiquées traitées par ce jus de fruit n'a été observé par la
coloration H & E (Figure 40C). Dans le groupe témoin, la section a été trouvée intacte et
aucune perte neuronale n'a été observée (Figure 40A). Pour les souris intoxiquées par
I'aluminium et traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade ont montré une structure
cellulaire moins améliorée étant donné que la dégénérescence neurale et vascularisation sont
importantes et répandues au niveau du cortex cérébral alors que la structure cellulaire de
I'hnippocampe était mieux conservée et aucun infiltrat inflammatoire n'a été observé (Figure 40
D).
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Figure 40A: Etude microscopique du cortex cérébral (A) et de I'hippocampe (B) par
coloration de I'nématoxyline et de I'éosine (H&E) chez le groupe des souris témoins apres 90

jours (G x 400). cellule normale (CN), densité normale (DN)
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Figure 40C: Etude microscopique du cortex cérébral (A) et de I'hippocampe (B) par

coloration de I'hématoxyline et de I'éosine (H&E) chez le groupe des souris intoxiquées par

chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade pendant 90 jours. (G x 400).

cellule normale (CN), la dégénérescence neuronale (DN); vacuolisation (V), dépbts amyloides

(DA).
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Figure 40D: Etude microscopique du cortex cérébral (A) et de I'hippocampe (B) par
coloration de I'nématoxyline et de I'¢osine (H&E) chez les souris intoxiquées par le chlorure
I'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg)
pendant 90 jours. (G x 400). cellule normale (CN), la dégénérescence neuronale (DN);
vacuolisation (V), dépbts amyloides (DA).
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2.2.5.2 Tissu hépatique

L'architecture hépatique des souris est montré dans la figure 41. Comme il a été
signalé pour l'intoxication au plomb. L'aluminium a provoqué des lésions hépatocytaires avec
présence de sinosoides dilatés, ballonisations, des congestions veineuses et des infiltrats
inflammatoires moins marqués que le plomb (Figure 41B). Le jus de grenade a permis de
conservé une sturcure cellulaire proche des souris témoins avec absence des infiltrats
infalmmatoires (Figure 41C). Le nombre de sinisoides chez les souris ayant recues l'extrait
méthanolique d'ecocre de grenades sont plus importants que ceux ayant recues le jus de ce

méme fruit (Figure 41B).

Figure 41A: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez le groupe des souris témoins pendant 90 jours. (G x 400). Hépatocyte (H), veine
centrolobulaire (VC), sinusoides (S).
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Figure 41B: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) pendant 90 jours (G x 400).
Hépatocyte (H), Veine centrolobulaire (VC), Sinusoides (S), Sinusoides dilatés (SD), Veine
centrolobulaire dilaté (VCD), Ballonisation (B), infiltrat inflammatoire (IF), Congestion

vasculiare (CV), Vacuolisation (V),

Figure 41C: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade
(v/v) pendant 90 jours (G x 400). Hépatocyte (H), Veine centrolobulaire(VC), Sinusoides (S),
Sinusoides dilatés (SD), Ballonisation (B), Vacuolisation (V),
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Figure 41D: Etude microscopique du foie par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) pendant 90 jours (G x 400). Hépatocyte (H),
Veine centrolobulaire (VC), Sinusoides (S), Sinusoides dilatés (SD), Ballonisation (B),

Vacuolisation (V),
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2.2.5.3 Tissu rénal

Les souris témoins montrent des glomérules et des tubules normaux. Les reins du lot
intoxiqué par I'aluminium présentent une dilation des tubules rénaux, infiltrat inflammatoire,
congestions veineuse (Figure 42B). Le traitement par le jus de grenade a préservé le tissu
rénal avec peu de Iésion tissulaire avec absence de foyers inflammatoires (Figure 42C). Pour
les tissus rénaux des souris ayant recu l'extrait méthanolique d'écorce de ce méme fruit
observé au microscope ( Gr x 400) ont montré une structure cellulaire assez bien conservée

avec présence d'un seul filtrat inflammatoire (Figure 42C).

Figure 42A: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris témoins (G x 400). glomérule (G); Tubule (T).
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Figure 42B: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium (500mg/Kg) pendant 90 jours (G x
400).). infiltrat inflammatoire (IF), congestion vasculaires (CV), tubules dilatées (V).

Figure 42C: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par le jus de grenade
(v/v) pendant 90 jours (G x 400). tubules dilatées (V), tubules (T), glomérule (G)
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Figure 42D: Etude microscopique du rein par coloration de I' hématoxyline et de I'éosine (HE)
chez les souris intoxiquées par le chlorure I'aluminium (500mg/Kg) traitées par I'extrait
méthanolique d'écorce de grenade (500mg/kg) pendant 90 jours (G x 400). infiltrat

inflammatoire (IF), congestion vasculaire (CV), tubules dilatées (V), tubules (T), glomérule

(G)
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Discussion

L'aluminium est le métal le plus largement distribué dans I'environnement et est
largement utilisé dans la vie quotidienne qui permet une exposition facile a I'nomme.
L'exposition chronique a l'aluminium est associée a des changements comportementaux,
neuropathologiques et neurochimiques. Parmi eux, les déficits d'apprentissage et les fonctions

comportementales sont les plus évidents (Kumar et Gill, 2009).

Une diminution significative du poids corporel a été observee chez les souris traités a
I'aluminium comparativement au groupe témoin (Bihagi et al., 2009). Buraimoh et Ojo,
(2014) ont conclu que I'exposition & des doses croissantes de chlorure d'aluminium (475 a
1,900 mg/kg) entraine une perte significative du poids chez les rats Wistar. Une réduction de
la consommation d'eau et des aliments consommeés et des diarrhées transitoires ont abouti a
une diminution de la masse corporelle finale des rats recevant du une dose de 80 mg/l de

chlorure d'aluminium pendant 3 mois (Kowalczyk et al., 2004).

Le traitement par les extraits de grenade pendant I'exposition a l'aluminium a protégé
les souris contre les changements induits par lI'aluminium. La consommation quotidienne de
jus de fruits a significativement amélioré l'activité locomotrice au cours des 15 derniéres
minutes de ce test. Nos résultats ne sont pas en accord avec un grand nombre de recherches
qui ont montré que I'exposition a I'aluminium avec des concentrations différentes conduit a
une hypokinésie (Harsha et al., 2013; Tair et al., 2016; Cao et al., 2017). L'exposition a
I'aluminium entraine des altérations significatives de certaines fonctions motrices et une

augmentation de I'apoptose des motoneurones (Shaw et Petrik, 2009).

Dans cette étude; I'exposition chronique a l'aluminium a causé une hyperactivité
locomotrice, une anxiété, la dépression et a diminué la mémoire, l'apprentissage et la
curiosité certainement par un dysfonctionnement de la neurotransmission et le comportement
relié. En effet, Amador et al., (2001) ont rapporté que l'aluminium interfére avec la
neurotransmission cholinergiques. glutamatergiques (Platt et al., 1994) et gamma-

aminobutyrique (Cordeiro et al., 2003).

Ceci confirme I'étude selon laquelle I'exposition a lI'aluminium provoque des déficits
moteurs et une dégénérescence des neurones moteurs (Shaw et Petrik, 2009). La grenade a
amélioré le comportement affectif et moteur chez les souris exposées a des niveaux

cytotoxiques de rayonnements protoniques (Dulcich et al., 2013).
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En plus du dysfonctionnement moteur; une augmentation du temps d'immobilité a été
observée chez les animaux exposés a Al (Bhalla et al., 2010). Cette constatation a été
rapportée par Rebai et Djebli, (2008), qui ont trouvé que I'exposition a 50 mg / kg d'AICI3
pendant 3 mois augmentait le temps d'immobilité des souris traitées. L'activité antidépressive
est liée au temps d'immobilité dans le test de nage forcée. En effet, Lin et al., (2015) ont
trouvé que la réduction du temps d'immobilité est un indicateur de I'amélioration de I'état
dépressif indiquant la modulation de la neurotransmission sérotoninergique. Le jus de grenade
améliore I'état dépressif des souris empoisonnées par l'aluminium en réduisant le temps

d'immobilité dans le test de nage forcée.

La réduction de la durée de I'immobilité représente un effet antidépresseur (Taiwo
Adefunmilayo et al., 2012). HPLC-DAD a réveélé la présence de la vanilline un acide
phénolique qui augmente le niveau de la sérotonine et de la dopamine dans le tissu cérébral ce
qui améliore les comportements dépressifs chez les rats en créant le bonheur et en modulant
les émotions dans le trouble dépressif majeur (Xu et al., 2015). On a signalé que la vanilline
présentait des propriétés protectrices significatives du cerveau en réduisant les taux de
peroxydation lipidique et l'oxyde nitrique et en augmentant les activités des enzymes
antioxydantes (Makni et al., 2012)

La pathophysiologie des troubles anxieux est encore en cours d'étude, bien que des données
actuelles indiquent que la neurobiologie implique des anomalies de la transmission
sérotoninergique, noradrénergique, glutamatergique et GABA-ergique (Sarris et al., 2011;
Nutt et al., 2002). Dans la présente étude, I'activité anxiolytique a €té examinée en utilisant le
labyrinthe plus élevé (EPM) chez la souris. Un agent anxiolytique augmente le temps passé
dans le bras ouvert de I'EPM. Des effets anxiolytiques par un mécanisme GABAergique de la
lutéoline ont été rapportés apres administration orale et intrapéritonéale chez la souris, ce qui

suggere qu'elle peut traverser la barriere hémato-encéphalique (Coleta et al., 2008).

La planche a trous est actuellement utilisée comme un test de néophilie dans de
nombreux domaines de la pharmacologie comportementale et que certains aspects du systeme
dopaminergique sont impliqués dans le trempage de la téte (Kliethermes et Crabbe, 2006). Le
comportement exploratoire correspondant a I'immersion de la téte dans un trou, peut étre
freiné par la néophobie qui peut étre aggravée par la peur du vide. Au cours de cette
exploration, les vibrisses des souris sont en contact avec les bords des trous, ce qui pourrait

étre rassurant par rapport a la peur du vide. En débit de ces conditions, les animaux anxieux
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ont de la difficulté a explorer les trous, tandis que les animaux non anxieux arbitrent entre ces

influences contradictoires en continuant les explorations des trous (do-Rego et al., 2006).

Ces observations corroborent I'hypothése selon laquelle une diminution du nombre et
de la durée d'immersion de la téte dans la planche a trou représente un état anxiogéne des
animaux (Takeda et al., 1998). Dans ce test, les souris intoxiquées ont démontré un faible
nombre de plongé de téte qui correspond a une manifestation d'anxiété. En outre, cette
diminution du nombre de téte immergée a été inversée par le jus de grenade. Cette
constatation confirme le travaux d'Abdulmalek et al., (2015); qui ont prouve que le jus de
grenade possede un effet anxiolytique et augmentent la curiosite.

Le labyrinthe de Morris (MWM) et le labyrinthea 8 bras ont été congu pour I'étude de
I'apprentissage spatial et de la mémoire de I'nippocampe chez les rongeurs. La performance
dans le MWM dépend de plusieurs éléments, allant de l'attention, l'apprentissage et la
mémoire, a la vision et la coordination motrice (Vandam et al., 2005). L'hippocampe joue un
role central dans la consolidation de la mémoire, un processus de conversion de la mémoire a
court terme en mémoire stockée de maniere durable et conservee dans le cerveau des

mammiferes (Wittenberg et Tsien, 2002).

Les systemes de récepteurs NMDA en général, et la potentialisation a long terme a
médiation par le glutamate (LTP) en particulier, peuvent jouer un rdle crucial dans le
processus d'apprentissage et de formation de la mémoire. Les récepteurs NMDA dans le
cerveau ont été impliqués et ont montré qu'ils jouent un réle crucial dans divers types
d'apprentissage (Xu et al., 2001). Dans une étude, on a montré que le blocage NMDA
provoqué par la nicotine altere la mémoire de travail et de référence (Levin et al., 1998).
On a démontré que ces récepteurs étaient impliqués dans I'apprentissage spatial (Christopher
et al., 2015; Shimizu et al., 2000, Tsien et al., 1996), la mémoire de travail et de référence
(Levin et al., 1998).

Dans notre étude, la mémoire et les capacités d'apprentissage des souris ont été
considérablement altérées apres une période de 90 jours d'exposition a lI'aluminium dans les
deux tests de mémoire utilisées. Ces résultats indiquent que AICI3 conduit a des déficits
d'apprentissage et de mémoire (Coa et al., 2016). Nos résultats confirment ceux obtenus Sethi
et al., (2008), qui ont démontré que I'administration d'AICI3 (50 mg/kg/jour) dans de l'eau
potable pendant 6 mois nuit a l'apprentissage spatial et aux capacités de mémorisation des rats

jeunes et agés.
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De plus, Tair et al.,, (2016) ont rapporté que Al a provoqué des perturbations
significatives de la mémoire a court et a long terme, une diminution de l'activité locomotrice,
une inhibition significative de I'activité acétylcholinestérase dans le cerveau et une déplétion
significative des enzymes antioxydantes et du glutathion chez le rat.

Une diminution du taux de la dopamine et de la sérotonine a été observée en relation
avec une detérioration de l'apprentissage et de la mémoire chez des souris traitées par
I'aluminium (Bhala et al., 2010).

Le jus de grenade a produit une réduction significative du temps que les souris ont eu
besoin pour arriver a la plate-forme cachée et visible ce qui a confirmé un niveau plus élevé
d'acquisition et de mémoire du groupe intoxiqué traité par rapport aux souris intoxiquées.
Cette constatation confirme la réduction des dommages dans le cerveau dans le groupe traité
comparativement au groupe intoxiqué. Cependant le comportement des souris n'était pas

significatif dans le test de labyrinthe a 8 bras.

De nombreuses études ont démontré que les composés polyphénoliques naturels
présentent des effets neuroprotecteurs en piégeant les radicaux libres et en augmentant la
capacité antioxydante contre divers types d'agressions neurotoxiques in vitro et in vivo (Choi,
2012). Les composes polyphénoliques des fruits et des légumes sont capables de traverser la
barriere hémato-encéphalique et de se localiser dans diverses régions du cerveau importantes
pour l'apprentissage et la mémoire. Ces composés peuvent délivrer leurs capacités
antioxydantes et modificatrices de signalisation centralement (Andres-Lacueva, 2005).

Les grenades contiennent des niveaux élevés de polyphénols par rapport a d'autres
fruits et Iégumes (Kelawala et Ananthanarayan, 2004). Les aliments riches en flavonoides
peuvent améliorer I'apprentissage, la mémoire et les performances cognitives (Rendeiro et al.,
2013; Rendeiro et al., 2015; Spencer, 2009; Bhullar et Rupasinghe, 2013). Plus récemment, la
neuromodulation et les actions neuroprotectrices ont également été suggérées (Socci et al.,
2017).

Dans cette lumiere, nos résultats ont montré que la supplémentation alimentaire avec
du jus de grenade atténuait considérablement les déficits d'apprentissage et de mémoire,

améliorait la coordination motrice et réduisait I'anxiété (Subash et al., 2015).

La rutine, un des flavonoides identifié¢, a de nombreux effets bénefiques sur la santé.

L'altération de la mémoire spatiale induite par les toxiques et les dommages des cellules
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pyramidales de I'hippocampe ont été corrigés chez les rats lorsqu'ils étaient nourris avec un
régime supplémenté en rutine (Koda et al., 2008). Ces mémes auteurs ont montré que la rutine
a un effet protecteur sur le dysfonctionnement de la mémoire induit par le triméthylétain
(TMT) chez le rat (Koda et al., 2009).

Hespéridine, un autre flavonoide en raison de sa nature lipophile; peut traverser
facilement la barriéere hémato-encéphalique et permet la neuroprotection (Thenmozhi et al.,
2015). Des études in vitro ont confirmé la liaison I'hespéridine avec Al, formant un complexe
hesperidine-Al (Kuntic et al., 2011). Au niveau central, le systéme cholinergique joue un réle
important dans la mémoire et les fonctions cognitives (Barker et Warburton, 2009). Il a été
conclu que I'hespéridine peut inverser la perte de mémoire causée par l'intoxication de
I'aluminium en atténuant l'activité de I'AChE et la voie amyloidogéne (Thenmozhi et al.,
2015).

De plus, Anwar et al., (2012), ont rapporté également que l'acide caféique améliore la
mémoire et interfere avec la signalisation cholinergique. En tant que composé naturel et
prometteur, l'acide caféique est considéré comme potentiellement thérapeutique dans les

troubles impliquant le systeme cholinergique (Anwar et al., 2012).

En effet, I'acide caféique a également été signalé pour inhiber l'activité AChE dans le
cerveau de rat et atténuer la démence induite par le chlorure d'aluminium chez les rats (Khan
etal., 2013).

Plusieurs mécanismes ont été suggérés pour expliquer les processus par lesquels
I'aluminium peut traverser la barriére hémato-encéphalique, I'acces au tissu cérébral et de s'y
accumuler (Yokel, 2012) confirmé par notre étude GFAA qui a révélé un contenu hautement
significatif d'Al dans le cerveau du groupe intoxiqué. Des concentrations élevées en
aluminium dans les neurones dégénératifs lors de I'exposition a des niveaux élevés

d'aluminium et conduit a une dégénérescence neurofibrillaire (Bharathi et al., 2006).

Cependant, les effets protecteurs du jus de Punica granatum chez les souris
intoxiquées par AICI3 observées dans la présente étude étaient dus a la présence des
composés de polyphénols dans le jus de grenade qui a la capacité de réduire I'absorption d'Al
et finalement de diminuer son accumulation dans le cerveau et d'induire un stress oxydatif et

des lésions cérébrales.
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En outre, les flavonoides sont des chélateurs d'ions métalliques efficaces et forment
des produits stables avec des ions béryllium, aluminium, fer et zinc (Pavun et al., 2012). De
plus, l'acide tannique (TEA) est un chélateur trés efficace pour les métaux (Karamac et al.,
2009; Gulgin et al., 2013 ) ce dernier a été identifie dans le chromatogramme du jus.

L'administration de [I'aluminium a significativement augmenté la fuite des
transaminases TGO ou ASAT (P <0,05) et TGP ou ALAT (P >0.05) dans la circulation
sanguine. Alors que le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade réduisent la fuite
d'ALT et d'AST dans le sang. Bhadauria, (2012) a également rapporté une élévation de ces
enzymes chez des rats exposes a une administration orale d'AICI3. Les enzymes hépatiques
TGO et TGP sont généralement soulevées en cas d'hépatotoxicité ou de lésions

hépatocellulaires.

Les données actuellement suggerent que I'Al exerce un effet hépatotoxique, car
l'augmentation d'ALT et AST suggere des lésions hépatiques suite a une perturbation des
membranes (Shati et Alamri, 2010).

Par conséquent, il y aura une décharge de cette enzyme des cellules vers le flux
sanguin. L'augmentation de l'activité de TGP est connue seulement dans l'empoisonnement
par les métaux lourds, I'népatose toxique et la dystrophie musculaire (Abdel Moneim et al.,
2011).

Nos résultats concordent avec ceux de Abdel Moneim et al., (2013) qui ont noté une
chute des enzymes TGP et TGO suite a un traitement par 200 mg/kg d'extrait méthanolique
issu d'écorce de grenade apres une exposition des rats a une dose de 34 mg/kg de chlorure
d'aluminium pendant 7 jours. Selon Ashoush et al., (2013), la teneur élevée en polyphénols
dans la poudre d'écorce de grenade a balayé les radicaux libres produits par CCL4 ce qui a
atténué les perturbations des parametres biochimiques et a un potentiel protecteur des
dommages du foie.

Le cholestérol, un autre parametre biochimique a été dosé dans le sang et qui a été
trouvé élevé par rapport aux souris témoins et qui a eté accompagnée d'une diminution du
poids des souris intoxiquées par lI'aluminium, pourrait étre attribuée a une mobilisation accrue

des graisses provenant des tissus adipeux.

Notre étude a montré que la consommation du jus et de I'extrait méthanolique d'écorce

de grenade par les souris exposées au chlorure d'aluminium réduit le niveau du cholestérol. Il
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a été rapporté que les différentes parties de la grenade (Punica granatum L) sont connues
comme un réservoir de composés bioactifs avec des activités biologiques potentielles
(Sadeghipour et al., 2014; Sreekumar et al., 2014).

Esmaillzadeh et al., (2006) ont montré une réduction significative du taux de
cholestérol aprés une consommation quotidienne du jus concentré de grenade par des patients

diabétiques atteints de dyslipidémie.

Des concentrations variables d'un extrait hydroalcoolique de grenade ont diminué le
taux sérique en cholestérol, de triglycérides, de LDL, d'ALT, d'AST et d'AP, tout en
augmentant le taux sérique du HDL chez les rats nourris avec forte teneur en lipide
(Sadeghipour et al., 2014). Cependant d'autres parametres biochimiques doivent étre évalués

pour confirmer nos résultats.

Une hypocalcémie a été constaté apres le dosage du calcium chez les souris ayant recu
uniquement l'aluminium. Ces résultats ne concordent pas avec ceux obtenus avec
Mestaghanmi et al., (2002) qui ont constaté une augmentation du calcium suite a des
injections de différentes doses (50, 100 et 200 mg/kg/j) lors de la gestation des rattes.
L'élévation du calcium sérique pendant la période de toxicité de I'aluminium suggérent que
I'ostéomalacie induite par l'aluminium conduit a la mobilisation du calcium a partir du tissu

osseux (Cannata et al., 1983).

Nos résultats histopathologiques sont en corrélation avec ceux de Bihagi et al., (2009)
qui ont constaté que AICI3 provoque des Iésions tissulaires dans le cortex cérébral, y compris
la dégénérescence neuronale comme I'hémorragie des cellules fantbmes et vacuolisation
cytoplasmique. 1l a été démontré que les effets toxiques de I'Al sur le cerveau des souris ont
confirmé un dommage dans I'hippocampe et le cortex, y compris la dégénérescence

neurofibrillaire due a I'accumulation d'Al dans ces régions (Rebai et Djebli, 2008).

L'administration du jus de grenade a des souris traitées au chlorure d'aluminium a
montré une bonne restauration histopathologique par rapport aux souris traitées avec de
I'aluminium et qui etait plus efficace que I'extrait méthanolique d'écorce de grenade, ce qui
dépeint son action protectrice. La modulation des parameétres neurologiques, biochimiques et
de [I'histopathologie inaltérée du tissu cérébral, peuvent étre attribués a la propriété
antioxydante des extraits de grenade qui est la base de la propriété neuroprotectrice (Harsha
et Anilakumar, 2013).
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Il a été demontrée que les fruits de grenade contiennent des quantités importantes
d'antioxydant et une grande quantité de polyphénols et de nutriments qui jouent un role
précieux dans l'alimentation quotidienne (Trigueros et al., 2014; Malviya et al., 2014; Neveen
et al.,, 2012). Ces actions biologiques ont été principalement attribuées & des composes
phénoliques essentiels, tels que les anthocyanines et les ellagitannins (Mena et al., 2011b). On
a montré aussi que les polyphénols alimentaires stimulent la neurogenese dans I'hippocampe

et ont un effet significatif sur le déclin des fonctions cognitives (Valente et al., 2009).

Il a été démontré qu'une supplémentation alimentaire des souris gestantes soumises a
une Iésion cérébrale hypoxique-ischémique avec le jus de grenade a entrainé une diminution
marquée de la perte de tissu cérébral chez des souris néonatales (Loren et al., 2005). Plusieurs
études ont indiqué que I'extrait de grenade avait des effets neuroprotecteurs contre la maladie
d'Alzheimer et la dépression (Subash et al., 2012; Naveen et al., 2013).

La plupart des lésions observées dans les sections du foie des souris intoxiquées par
I'aluminium pendant 12 semaines on été signalées par El-Sayed et al., (2011) qui ont rapporté
que les tissus hépatiques des souris ayant recu AICI3 ont révélé des lésions étendues
caractérisées par une perte de l'architecture normale du tissu parenchymateux, des sinusoides
et des vaisseaux sanguins congestionnés, l'infiltration des cellules inflammatoires, la

dégenérescence cellulaire avec pycnose nucléaire et la présence de zones nécrotiques.

Nos résultats ont montré que le jus de grenade améliore les altérations des parametres
biochimiques et présente un effet protecteur du tissu hépatique. Ceci est en accord avec les
résultats de Shafik et El-Batsh, (2016) qui ont rapporté que les activités AST, ALT ont été
déclinées apreés un traitement avec Punica granatum chez des rats intoxiqués par l'arsenic. Le

jus de grenade atténue les dommages oxydatifs dans le tissu hépatique (Bouasla et al., 2016).

De méme I'extrait méthanolique issu d'une macération successive a polarité croissante
de la poudre d'écorce de grenade a restauré I'architecture du foie. De plus, il a été prouvé que
les extraits d'écorce et des graines de grenade ont des effets protecteurs contre la fibrose
hépatique induite par des produits chimiques (Wei et al., 2015). Ces effets benéfiques
peuvent étre liés a des activités anti-apoptotiques et antioxydantes (Abdel Moneim et al.,
2013).

La teneur élevée en flavonoides dans le jus de grenade augmente la résistance au stress

oxydatif et protégent les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres. Ceci est
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Résultats et Discussion

cohérent avec les résultats de Faria et al., (2007) qui ont signalé que le jus de grenade

améliorait le stress oxydatif.

Les actions néphrotoxiques de I'aluminium proviennent de son accumulation dans les
reins, avec la dégénérescence résultante des cellules tubulaires rénales. Il a été suggéré que Al
génére des especes réactives de l'oxygene qui provoquent la détérioration oxydative des

lipides cellulaires, des protéines et de 'ADN (Kutlubay et al., 2007).

Les reins de souris traitées avec AICI3 présentaient des glomérules rétrécis, une
congestion intraglomérulaire, une hyperplasie mésangiale et une oblitération des fentes de
filtration. Une perte de microvillosités apicales, une dégénérescence des mitochondries et un
réticulum endoplasmique rugueux élargi ont également été observés dans les tubes contournés

proximaux de ces animaux (Al Kahtani et al. 2010).

Nos résultats concordent avec Al Dera, (2016) qui a montré une détérioration
significative de la fonction rénale et de son architecture aprés une exposition a I'AICI3
accompagneée d'une augmentation du stress oxydatif rénal et de I'inflammation, ce qui suggere

une forte activité prooxydante de I'AICI3.
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Conclusion et perspectives

Un déclin des capacités cognitives et des fonctions motrices peuvent étre liées au
vieillissement, & des états pathologiques, et & la neurotoxicité par les métaux lourds. Ces
derniers sont des facteurs impliqués dans le stress oxydatif et responsables de la neurotoxicité.

De nos jours, la préservation des fonctions mentales et la thérapie des troubles
neurologiques par les polyphénols ont acquis une grande importance, ces substances
soutiennent une amélioration des performances neurologiques, la promotion de la survie

neuronale et a la réduction de la perte neuronale.

La recherche scientifique a montré que les aliments naturels en plus de leurs effets
nutritionnels ont des activités médicinales importantes. La consommation d'aliments
fonctionnels peut prévenir un certain nombre de maladies, et la connaissance de ces avantages
étant diffusée a la population pourrait encourager la consommation de ces aliments en raison

de leurs avantages pour la santé.

Dans ce contexte , notre choix a été fait sur la grenade un fruit qui a été cité dans le
coran et largement utilisé dans I'histoire. Ce fruit a montré des activités biologiques dans
plusieurs domaines différents et peut étre considéré comme un détoxifiant naturel pour

améliorer la qualité de vie et aider a la prévention de la toxicité par les métaux lourds.

L'objectif principal de cette étude était de montrer le risque lié & une intoxication par le
plomb et a [laluminium en utilisant plusieurs approches neurocomportementales,
biochimiques et histologiques ainsi que d'évaluer l'effet protecteur du jus et de I'extrait
méthanolique de I'écorce de grenade a rétablir les perturbations et les dommages causés par

ces deux métaux.

L'analyse qualitative du jus et de I'extrait méthanolique de I'écorce de Punica
granatum a mis en évidence la présence des alcaloides, des polyphénols, des flavonoides, des
tanins, des anthocyanes (avec absence des anthocyanes dans I'extrait méthanolique) et les
sucres. Le dosage quantitatif des métabolites secondaires dans ces deux extraits a montré une

quantité importante des polyphénols , des flavonoides et des tanins totaux .

L'HPLC-DAD du jus de grenade nous permis de detecter une composition riche en
molécules bioactives; dix acides phénoliques (acide gallique, acide caféique, vanilline, acide

isovanillique, acide ferulique, acide syringique, acide o-anisique, acide 3-hydroxy-4-
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methoxycinnamique, acide m-anisique et acide trans-cinnamique), sept flavonoides (rutine,
prunine, luteoline, quercetine, apigenine, isorhamnetine, hesperidine) et un tanin (acide

tannique).

Nos résultats ont montré que l'exposition chronique au plomb (1000 ppm) et a
aluminium (500 mg/kg) entraine une chute du poids avec une diminution la consommation

de I'eau de boisson ce qui suggere que ces deux métaux ont un effet anorexigene.

Les résultats des parametres neurologiques (test de l'activité locomotrice, test de la
boite noire /claire et le test de la nage forcée, test de curiosité et le test de labyrinthe en croix )
montrent que le plomb et l'aluminium provoquent une hyperactivité locomotrice avec
installation d'un état de dépression et d'anxiété, ces troubles sont la conséquence de la
perturbation des voies de transmissions sérotoninergiques, GABAérgique, cholinergiques qui

sont impliqués dans le contréle de ces comportements.

De plus les tests de mémoire (test de labyrinthe a 8 bras et de la piscine de Morris)
dévoilent que I'aluminium provoque une déficience des capacités cognitives marquée par une
altération de la performance d'apprentissage et de mémoire qui serait peut étre liée a une
perturbation des récepteurs NMDA, des altérations dopaminergiques qui sont impliqués dans

I'apprentissage.

Une quantité importante de plomb et de I'aluminium ont été enregistrés au niveau du
cerveau ce qui indique que ces deux métaux sont capables de traverser la barriere

hématoencéphalique et de s'y concentrer et d'y exercer leurs effets toxiques.

D'autres paramétres biochimiques ont été perturbés marqués par une augmentation des
marqueurs de la fonction hépatique TGP TGO qui peut étre expliquer par la fuite de ces
enzymes du tissu vers le sang suite a une l'altération de la perméabilité membranaire ou de
nécrose hépatocellulaire. Un taux élevé de cholestérol a été enregistré lors de I'intoxication

par I'aluminium.

Une hyeprcalcémie a été signalée lors de l'intoxication par le plomb et une
hypocalcémie chez les intoxiqués par I'aluminium ce qui implique que ces deux meétaux altere

I'homéostasie du calcium.

Ces perturbations neurocomportementales et biochimiques sont confirmées sur le plan

histologique. En effet, I'aluminium et le plomb ont diminué la densité cellulaire dans le

118



cerveau et ont provoqué la dégenérescence neuronale; la vacuolisation cytoplasmique, la

congestion des vaisseaux sanguins, la nécrose et l'infiltrat inflammatoire.

L'étude histologique au niveau foie a montré des Iésions hépatocytaires avec présence
de sinosoides silatés, ballonisations, des congestions veineuses et des infiltrats inflammatoires
moins marqués que le plomb. Les reins présentent une dilation des tubules rénaux, des

infiltrats inflammatoires et des congestions.

Le jus et I'extrait méthanolique d'écorce de grenade ont pu corriger les dommages et
les perturbations causés par le plomb et I'aluminium avec une bonne évolution pondérale et
une consommation d'eau de boisson. Pour les paramétres neurocomportementaux, ces deux
extraits ont corrigé I'hyperactivité locomotrice et ont montré des effets anxiolytiques et
antidépressifs marquant et ont amélioré les déficiences cognitives par modulation des

systemes dopaminergiques, serotoninergiques et cholinergiques.

Sur le plan histologique, le jus entraine une restauration de la structure histologique du
cerveau et de I'hippocampe et une legere régénération rénale et hépatocytaires confirmés sur
le plan biochimique. Notons aussi que ce dernier était plus efficace que le I'extrait
méthanolique cela peut attribuer a la composition différente en molécules biocatives. Ces

effets bénéfiques de la grenade a réduire la neurotoxicité explique son effet neuroprotecteur.
Il serait important de compléter cette étude par :

1. Un dosage de la dopamine, sérotonine, acétylcholine

2. Un dosage des biomarqueurs du stress oxydant (MDA) et des enzymes
antioxydantes (GPX, GST, CAT)

Un dosage large des parametres biochimiques pour confirmer la fonction hépatorénale
Un dosage par HPLC de I'extrait méthanolique

Une étude génotoxique pour cerner l'effet de ces métaux a I'échelle moléculaire

Utilisation de I'immunohistochimie

N o g b~ w

Tester des plantes médicinales endémiques vue la richesse de notre flore.
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1- Publication

Pomegranate juice attenuates neurotoxicity and histopathological changes of the nervous
system induced by aluminum in mice.

L. Gadouche, N. Djebli et K. Zerrouki

Phytotherapie 16(3): 133 - 141. DOI: https://doi.org/10.3166/phyto-2018-0016

2- Congres nationaux et internationaux

Communication affichée :

1- 1°" Séminaire International de Pharmacie de Sétif (SIPS2016) De la Plante aux
médicaments

Théme : Protective effect of pomegranate juice against aluminum intoxication in mice

2- The International Conference on Toxicology and Health ICTH2016 (Guelma 2016)
Théme : Neurobehavioral effects of aluminum in mice.

3- 28eme Congrés annuel international de I’ Association Tunisienne des Sciences
Biologiques (ATSB). (Tunisie 2017)

Théme : Pomegranate juice improves histopathological changes of brain induced by
aluminum (experimental studies in mice).

4- 1°" Séminaire national phytothérapie et Santé (Blida 2017)

Théme : Pomegranate juice attenuates histopathological changes of the nervous system
induced by lead (experimental studies in mice).

Communication orale :

1- The International Conference on Health Sciences and Medical Technologies.
Ichsmt16 (Tlemcen 2016 )

Théme : Effect of pomegranate juice on neurobehavioral alterations induced by lead in mice.
2- Journées Scientifiques sur les Biotechnologies de la Reproduction des Animaux (Chlef
2018).

Théme : Potentiel pharmacologique des polyphenols sur l'apprentissage et la mémoire altérés
par les métaux lourds

3- 29°™ Forum international des sciences biologiques et de biotechnologie de I'ATSB
(Sousse 2018).

Théme: Protective effect of pomegranate bark extract against aluminum-induced cognitive

impairments.
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