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Résumé

La présente étude contribue a la valorisation d'une plante médicinale appartenant a la famille
des Lythraceae, Punica granatum L. Le grenadier possede une vaste histoire ethnomédicale et
représente un réservoir phytochimique de valeur médicinale heuristique. Cependant, cette
plante compte parmi les plantes médicinales le moins fréqguemment utilisées dans notre pays
en raison de l'ignorance de sa valeur thérapeutique. C’est dans ce but que nous nous sommes
intéressés a la valorisation d’une variété locale et a I’évaluation de ses propriétés chimiques
et biologiques a savoir : I'activité anti-inflammatoire et antioxydante des extraits d’écorces et
du jus de grenade.

Le criblage phytochimique des extraits a permis de mettre en évidence la presence des
principaux métabolites secondaires. Ceci a été confirmé par une analyse quantitative basée sur
le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins hydrolysables /condensés, des
anthocyanes et des proanthocyanidines.

Une considérable activité antioxydante des extraits (méthanolique et aqueux) et du jus a été
révélé par I’utilisant de trois méthodes; le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du fer
ferrique et le blanchiment du f-carotene. Le jus de grenade a exprimé une valeur de la 1Cso de
I’ordre de 0.0012mg/ml, qui est inférieur a celle de 1’acide ascorbique (0.013mg/ml). Le
méme extrait a exprime un fort pouvoir réducteur avec une valeur de la I1Csp de ’ordre de
0.095 mg/ml, qui est comparable a celle de 1’acide ascorbique (0.075mg/ml). Les résultats
obtenus démontrent que ces extraits possedent une forte activité antioxydante et une forte
capacité d’inhiber la peroxydation lipidique.

L’application des extraits comme, anti-inflammatoire aux doses 250 et 500mg/kg, a montré
une inhibition hautement significative de 1’cedéme des pattes des souris, d’'une maniere dose
dépendante aprés 6h de I’injection de la carraghénine. Ces résultats ont été confirmés par
I'étude histologique, montrant ainsi la présence d'un infiltrat inflammatoire moins intense par
rapport au groupe témoin ou l'inflammation était plus prononcée prouvant ainsi que la
carraghénine a bel et bien induit une réaction inflammatoire. L’activité antioxydante a été
confirmée in vivo, en étudiant I’effet des extraits contre la toxicité induite par le tétrachlorure
de carbone (CCl4) chez les rats. Les extraits de grenade se sont avérés étre hépatoprotecteurs
contre les lésions hépatiques induites par le CCI4. En conclusion, la présente étude révéele une
preuve biologique qui soutient l'utilisation du fruit du grenadier comme antioxydant, anti-
inflammatoire et hépatoprotecteur.

Mots clés : Punica granatum L., extraits, polyphénols, activité anti-inflammatoire, activité

antioxydante, in vivo.



Abstract

This study contributes to the valorisation of a medicinal plant belonging to the Lythraceae
family, Punica granatum L. Pomegranate tree possesses a vast ethnomedical history and
represents a phytochemical reservoir of heuristic medicinal value. However, this plant is
among the least frequently used medicinal plants in our country due to ignorance of its
therapeutic value. It is for this purpose that we are interested in the valorization of a local
variety and in the evaluation of its chemical and biological properties namely: Anti-

inflammatory and antioxidant activity of peel extracts and pomegranate juice.

The phytochemical screening of the extracts allowed showing the presence of the principal
secondary metabolites. This was confirmed by a quantitative analysis based on the
determination of total polyphenols, flavonoids, hydrolyzable / condensed tanins, anthocyanins

and proanthocyanidins.

Considerable antioxidant activity of the extracts (methanolic and aqueous) and juice was
revealed by using three methods; DPPH free radical scavenging, ferric reducing power and f3-
carotene bleaching. Pomegranate juice expressed an 1C50 of about 0.0012 mg/ml, which is
lower than that of the ascorbic acid (0.013 mg /ml). The same extract expressed strong
reducing power with an IC50 of about 0.095 mg / ml, which is comparable to that of the
ascorbic acid (0.075 mg / ml). The results obtained demonstrate that these extracts have a

high antioxidant activity and a strong ability to inhibit lipid peroxidation.

Applying the extracts as anti-inflammatory at doses 250 and 500mg/kg, showed a highly
significant inhibition of mouse paw edema, in a dose-dependent manner after 6h of
carrageenan injection. These results were confirmed by the histological study, thus showing
the presence of a less intense inflammatory infiltrate compared to the control group where the
inflammation was more pronounced thus proving that carrageenan did induce an
inflammatory reaction. Antioxidant activity was confirmed in vivo by studying the effect of
extracts against carbon tetrachloride (CCl,) induced toxicity in rats. Pomegranate extracts
have been shown to be hepatoprotective against CCl,-induced liver injury. In conclusion, the
present study reveals biological evidence that supports the use of pomegranate fruit as an
antioxidant, anti-inflammatory and hepatoprotector.

Key words: Punica granatum L., extracts, polyphenols, anti-inflammatory activity,

antioxidant activity, in vivo.
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Introduction générale

Au cours des derniéres années, de nombreuses études suggerent que les espéces
réactives de I'oxygene (ROS) sont un médiateur de l'inflammation. La surproduction des
espeéces réactives de I’oxygeéne, son association avec le stress oxydatif et les réponses
inflammatoires jouent un réle crucial dans la pathogenese de diverses maladies chroniques
telles que le diabete, les maladies cardiovasculaires, I'obésité, le cancer, les maladies

infectieuses et les maladies neurodégénératives.

La surproduction de ces espéces et son stress oxydatif conséquent peuvent causer des
dommages oxydatifs des macromolécules cellulaires comprenant des lipides, des protéines, et
I'ADN aussi bien que la modulation des systemes anti-inflammatoires et antioxydants. De
plus, il a été démontré que le stress oxydatif induit I'expression de nombreux géenes impliqués

dans les réponses inflammatoires et les mécanismes de défense cellulaire.

Guérir avec les plantes médicinales est aussi vieux que I’humanité elle-méme. La relation
entre ’homme et les plantes, date depuis 1’ Antiquité. Les plantes ont fourni a I'homme tous
ses besoins en termes d'abris, de vétements, de nourriture, de saveurs et de parfums, mais
surtout elles étaient une source de médicaments et de remedes a fin de soigner les différentes

maladies.

Les plantes ont formé la base des systemes de médecine traditionnelle qui existent depuis des
milliers d'années et continuent de fournir de nouveaux remedes a I'humanité. Ces systéemes de
médecine ont donné lieu a certains médicaments importants encore en usage aujourd'hui. La
recherche de nouvelles molécules, de nos jours, a pris un chemin légérement différent ou la
science de I'ethnobotanique et de I'ethnopharmacognosie sont utilisées comme guide pour la
découverte des différentes sources et classes de composés.

Au cours des deux derniéres décennies, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation de
composés polyphénoliques naturels a base de plantes pour le traitement de plusieurs maladies
en raison de leurs effets thérapeutiques puissants. Des études a la fois in vitro et in vivo,
montrent que certains composés naturels et/ou leurs dérivés peuvent protéger les cellules
contre le stress oxydatif comme antioxydants, améliorant ainsi diverses maladies liés au stress

oxydatif.



De nouvelles approches systématiques et scientifiques sont nécessaires pour le
développement de médicaments actifs dérivés de plantes. De plus, I'extraction de grandes
quantités de composés a partir de sources naturelles reste un défi et nécessite le
développement de nouvelles approches biotechnologiques et de la syntheése organique totale
Malgré ces lacunes, les recherches actuelles suggérent que les produits naturels représenteront

probablement une source majeure de nouveaux médicaments dans le futur.

Dans le contexte de recherche des remédes naturels dotés de certains pouvoirs préventifs et/ou
curatifs présentant le moins d’effets indésirables possibles et dans le but de la valorisation de
flore Algérienne, nous nous sommes intéressées a 1’étude d’une plante médicinale connue

pour son fruit mais méconnue pour ses vertus thérapeutiques.

Notre choix s’est porté sur le grenadier (Punica granatum L.). Toutefois, il existe
plusieurs variétés en Algérie, nous avons opté pour une variété locale trés répondue dans la

région de la Mitidja ; la variété « Doux de Messaad ».

La grenade (Punica granatum L.) est un fruit ancien avec des applications
ethnomédicales exceptionnellement riches. L’écorce (péricarpe) est bien considérée pour ses
propriétés astringentes ; les graines pour conférer I'invulnérabilité au combat et stimuler la
beauté et la fertilité. Les grenades ont été largement utilisées dans la médecine populaire de
nombreuses cultures. C'est un fruit ancien avec une histoire médicale illustre et a fait I'objet
de critiques classiques depuis plus de 100 ans. Plusieurs chercheurs ont rapporté que les
utilisations modernes des produits dérivés de la grenade comprennent maintenant la
prévention et le traitement de certains types de cancer tels que le cancer du poumon et le
cancer de la prostate.

C’est dans I’optique de trouver une base scientifique a son utilisation en médecine
traditionnelle et dans le but de valoriser la flore locale que s’inscrit notre travail. Pour cela
notre étude est présentée comme suit :

Dans un premier temps, une partie bibliographique apportera les grands concepts
relatifs aux stress oxydant, les antioxydants, I’inflammation et les anti-inflammatoire, en plus
des rappels sur le grenadier (Punica granatum) et de son fruit.

Dans un second temps, une partie pratique qui exposera les méthodes utilisées, les différents
résultats obtenus et leur discussion. Le premier axe étudié, concerne le criblage
phytochimique de Punica granatum L. Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés

d’une part, a 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire en utilisant la méthode par la



carraghénine et d’autre part de 1’activité antioxydante in vitro et in vivo des extraits d’écorces

et de jus de fruit de la plante étudiée.

Premiere partie

Synthese bibliographique



Chapitre |.
Inflammation et anti-inflammatoires




1.1. Inflammation

L'inflammation est un phénomene omniprésent qui opére lors de perturbations sévéres de
I’homéostasie tissulaire, comme 1’infection, les blessures et 1’exposition aux contaminants et
est déclenchée par les systemes immunitaires innés et adaptatifs pour combattre les intrus
pathogenes (Medzhitov, 2008 ; Ashley et al., 2012). L'inflammation, lorsqu'elle est
correctement réglée, est susceptible d'adaptation. Mais, parfois, la réaction inflammatoire
dépasse ses objectifs. Lorsqu’elle persiste pendant une longue durée, elle peut étre a 1’origine
d’effets déléteéres, mais il s’agit 1a du prix que ’organisme doit parfois payer pour assurer le

maintien de son intégrité.

Une réponse inflammatoire contrdlée est généralement pris comme étant bénéfique, par
exemple, en fournissant une protection contre I'infection, mais elle peut devenir préjudiciable
si elle est dérégulée et/ou insuffisante, engendrant des dommages irréversibles; en
augmentant ainsi la morbidité et la mortalité dans des pathologies comme la goutte, I’arthrite
rhumatoide, la maladie du Crohn ou encore le diabéte de type 2 (Medzhitov, 2008 ; Ashley et
al., 2012 ; Furie, 2014). Une inflammation mal contrdlée peut s’étendre au reste de
I’organisme via la circulation sanguine et peut alors conduire a des dommages tissulaires
irréversibles locaux ou généralisés, par exemple, provoquant un choc septique et dans les cas

les plus graves le décés (Nathan, 2002; Barton, 2008).

Ces états inflammatoires chroniques ne semblent pas étre causés par les instigateurs
classiques de I'inflammation: infection et blessure. Au contraire, ils semblent étre associés au
dysfonctionnement du tissu, c'est-a-dire au déséquilibre homeostatique de I'un de plusieurs
systéemes physiologiques qui ne sont pas directement liés a la défense de I'nbéte ou a la

réparation tissulaire (Medzhitov, 2008).

La réponse inflammatoire est associée au systéme immunitaire, dont la fonction est de
protéger contre les infections, comprend deux branches interconnectées: une plus primitive
appelée immunité innée et la plus récente, appelée immunité adaptative (spécifique)
(Gattorno et Martini, 2016). L'immunité innée et adaptative ne sont pas deux compartiments
séparés mais un systeme intégré de défense de I'hdte, partageant des interactions
bidirectionnelles fondamentales a la fois pour la phase d’induction et la phase effectrice de la

réponse immunitaire (Gattorno et Martini, 2016). Les cellules du systeme immunitaire inné



possédent des récepteurs PRR et des voies de signalisation hautement conservés pour détecter
et réagir face a une infection ou a une blessure. La détection de ces signaux exogenes
d’origine microbienne, les PAMPs, ou endogénes, les alarmines (Bianchi, 2007 ; Medzhitov,
2007 ; Broz et Monack, 2013 ; Gattorno et Martini, 2016), va conduire a I’initiation de la
cascade inflammatoire et a ’activation d’une réponse immunitaire acquise ou adaptative
(Barton, 2008; Medzhitov, 2008). D'autre part, le systtme immunitaire adaptatif est
responsable de I'élimination des agents pathogenes dans la phase tardive de l'infection, du
maintien de la tolérance immunologique et de la génération de la mémoire immunologique
(Gattorno et Martini, 2016).

Cette réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de
danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection, I’élimination du pathogene et la
résolution de I’inflammation conduisant a un retour a 1’homéostasie et a la cicatrisation du
tissu 1ésé (Barton, 2008 ; Medzhitov, 2008 ; Soehnlein et Lindbon, 2010). En absence
d’une résolution, s’installe une inflammation chronique (Drayton et al., 2006 ; Furie, 2014 ;
Gattorno et Martini, 2016).

1.1.1. Inflammation aigue

C’est une réponse immédiate a un agent agresseur qui se définie comme une série de réactions
tissulaires qui peuvent survenir dans les premiéres heures suivant la blessure. Elle a une durée
relativement courte de quelques jours ou semaines, d'installation souvent brutale et
caractérisée par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses. L’inflammation aigué guérit
spontanément ou avec un traitement, mais peut laisser des séquelles si la destruction
tissulaire est importante (Charles et al., 2010). L’inflammation aigue peut étre divisée en

trois grandes phases :
1.1.1.1. Phase vasculaire (Réaction vasculo-exsudative)

Ce sont des mécanismes immédiats de 1’ordre de la minute qui se mettent en route en réponse
a une agression dont le but est d’alerter et de recruter des cellules de I’immunité naturelle.
Cette phase est caractérisée par des modifications de la microcirculation locale et elle se
traduit cliniqguement par 4 phénomeénes typiques, signes cardinaux de Celsius, qui sont le

gonflement ((Edéme), la douleur, la chaleur et I’érythéme (Weill et Batteux, 2003).



La phase vasculo-exsudative ou vasculaire comporte trois modifications élémentaires qui sont

la congestion active, 1’cedéme inflammatoire et les diapédeses leucocytaires.
= Congestion active

Le déclenchement de cette phase est d0 & une vasodilatation survenue aprés une phase de
vasoconstriction, extrémement bréve, de quelques secondes, de type reflexe sous 1’action du
systéeme nerveux sympathique. Elle est artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte,
entrainant un erythéme, un dégagement de chaleur locale. Cette phase est tres rapidement
ressentie puisque douloureuse, expliquée par la libération d’histamine, de sérotonine et de
kinine. Ces médiateurs activent les plaquettes présentes dans la circulation, ce qui conduira a

une vasodilatation des vaisseaux sanguins (Weill et Batteux, 2003).

L’augmentation du débit micro-circulatoire explique partiellement 1’apparition de chaleur et
de rougeur. L’exsudation plasmatique va induire un cedéme par distension des tissus et
provoquer une hyper-pression sur les terminaisons nerveuses locales. Ainsi s’expliquent les

sensations de tumeéfaction et de douleur (Weill et Batteux, 2003).
»  (Edéme inflammatoire

L’cedéme survient lorsqu’un volume excessif d’un liquide appelé exsudat, fait d’eau et de
protéines plasmiques, s’accumule dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses. |l
résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation et surtout d'une
augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous I’effet de médiateurs

chimiques, dont I’histamine
= Diapédese leucocytaire

La diapédése ou la migration transendothéliale (TEM), est le processus par lequel les
leucocytes se compriment de facon amibe a travers les cellules endothéliales (Sumagin et
Sarelius, 2010 ; Woodfin et al., 2011). Cette migration transendothéliale s’effectue en quatre
étapes successives : la capture, le roulement, 1’adhésion cellulaire et la diapédése (Muller,
2013) (Figure 01).



Activation

Capture Transmigration
paracellulaire et transcellulaire
\ Renforcement :
Roulement Arrét de 'adhésion, i 'Paracellulaire
e Roulement raleati Etalement Glissement
£ \ mtravasculaire / \
f ‘ / a\ ) @ / f\ / \ ' | Transcellvlaire
v W, Y () (O &
/ \ /£ Pa ™ / \ N\
| /“\ 1 l /‘\ /\ \l{/
\ L O 1 \_/ I O \ \/‘ O [ b A
i I N A AL N AN 4 TA N
| a/
‘ ! A 4
Cellule endothéliale Membrane basale

Figure 01: Migration des leucocytes des vaisseaux sanguins vers le site inflammatoire.

Dans les veinules post-capillaires au niveau des sites d'infection, les modifications locales de
I'hnémodynamique entrainent une réduction importante du débit sanguin. Cela augmente les
chances que les leucocytes entrent en contact avec les cellules endothéliales qui tapissent le
vaisseau. Les molécules d'adhésion leucocytaire, dont I'expression a la surface des cellules
endothéliales est induite par la réponse inflammatoire, augmentent les chances que ces
contacts conduisent & une liaison productive (Muller, 2013).

La TEM est médiée par une série d'interactions complexes et séquentielles entre les
leucocytes et la surface apicale endothéliale via divers récepteurs d'adhérence. Dans un
premier temps, I’endothélium qui a été activé par des cytokines pro-inflammatoire exprime
des selectines endothéliales (E) et plaguettaires (P) sur la surface apicale endothéliale, ils
capturent les leucocytes et facilitent leur enroulement sur l'endothélium via la sélectine
leucocytaire (L). Le but de I’enroulement et de I’enroulement lent est de mettre le leucocyte
en contact avec les cellules endothéliales de sorte que le leucocyte puisse étre davantage
activé par des chimiokines et d’autres agents pro-inflammatoires presentés a la surface
endothéliale, ce qui conduit a 1’activation des intégrines leucocytaires (Kunkel et Ley, 1996 ;
Ley et al., 2007). Par la suite, I'adhésion ferme est contrdlée par les récepteurs d'adhésion de
la famille des immunoglobulins, & savoir les intégrines leucocytaires (LFA-1, Mac-1, et VLA-
4), qui se lient a leurs ligands endothéliaux, y compris ICAM (ICAM-1 et -2) et la molécule 1
d'adhésion cellulaire vasculaire (VCAM-1), respectivement. Apres ces étapes, la TEM peut se

produire via la migration des leucocytes par des jonctions entre les cellules endothéliales



adjacentes (TEM paracellulaire) ou a travers le corps de I’endothélium (TEM transcellulaire)
(Ley etal., 2007 ; Luo et al., 2007 ; Muller, 2013 ; Nourshargh et Alon, 2014).

1.1.1.2. Phase cellulaire

La phase cellulaire fait suite a la diapédese. Les leucocytes poursuivent leur progression
jusqu’au foyer inflammatoire ; les premiers sur place sont les polynucléaires neutrophiles (PN),
qui vont é&tre progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les cellules
monocytes/macrophages dont la fonction est d'assurer la détersion grace a leur capacité de
phagocytose. Il s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse
immune spécifique de I'antigéne (Horvat, 2010)

1.1.1.3 Phase de résolution

La phase de résolution, ou de réparation, dépend du degré des lésions tissulaires. En effet,
dans les conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les
polynucléaires neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaires sont
phagocytés par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des
médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régenération tissulaire. Le retour a
un état physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de 1’endothélium par
les cellules endothéliales elles mémes, ces cellules pouvant produire et remodeler les éléments
de leur stroma (collagene de type | et 111) ou de leur lame basale (collagéne de type 1V et V,
laminine). Si I’atteinte est plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint, d’autres
cellules vont intervenir pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer a
I’angiogenése, mais ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire les
protéines matricielles des tissus intercellulaires, comme le collagéne, la fibronectine et la
laminine pour permettre la reconstruction des tissus. Le systeme de 1’angiogenese est ainsi

remis au repos et la réaction inflammatoire peut s’eteindre.
1.1.2. Cellules et médiateurs de I’Inflammation
I.1.2.1. Cellules de I’inflammation

Les cellules impliquées dans la réponse inflammatoire sont :



Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont le sous type de leucocytes circulants le
plus abondant et souvent les premiers a s’accumuler en grand nombre sur les sites d’infection
ou d’inflammation (Fiset et al., 2003 ; Sherwood et Toliver-Kinsky, 2004). En tant que
composant clé de la réponse inflammatoire, les neutrophiles apportent des contributions
importantes au recrutement, a l'activation et a la programmation des cellules présentatrices
d’antigéne. Les neutrophiles générent des signaux chimiotactiques qui attirent les monocytes
et les cellules dendritiques (CD), et influencent la différenciation des macrophages en un état
principalement pro ou anti-inflammatoire. Elles sont également impliquées dans la réparation
tissulaire (Nathan, 2006).

Les mastocytes sont principalement localisés au niveau des tissus vascularisés tels que
les muqueuses et les épithéliums, et particulierement au niveau des surfaces exposées a
I’environnement comme le tractus digestif, la peau et les voies aériennes. Cependant, ils se
retrouvent également dans d’autres tissus comme le systéme nerveux ou ils sont trés
nombreux, la membrane synoviale ou 1’0s. De plus, ils jouent un réle dans le maintien de
I’homéostasie par son phénomeéne de dégranulation (Frenzel et Hermine, 2013 ; Da Silva et
al., 2014). llIs se caractérisent par la présence dans leur cytoplasme de tres nombreuses
granulations (50 a 200) contenant des médiateurs inflammatoires, y compris I’histamine,
I’héparine, une variété de cytokines, le sulfate de chondroitine et des protéases neutres
(Krystel-Whittemore et al., 2015).

Les monocytes et les macrophages tissulaires constituent le systeme des phagocytes
mononuclées qui complete les fonctions du systeme phagocytaires des neutrophiles (Galask
et Larsen, 2012). De nombreuses situations engendrent 1’activation des macrophages
rencontre avec un micro-organisme, avec une particule inerte, avec un produit de dégradation
tissulaire ou liaison avec un ligand naturel pour un de leurs récepteurs : anticorps, thrombine,

fibrine, facteurs de croissance, cytokines (Rankin, 2004).

Les plaquettes sanguines sont un élément clé liant les processus de I’hémostase, de
I’inflammation et de la réparation tissulaire (Klinger et Jelkmann, 2002). Elles sont
reconnues comme des acteurs clés dans les réponses immunitaires innées et adaptatives
(Herter et al., 2014). Les plaquettes contiennent un certain nombre de médiateurs
inflammatoires des peptides et des protéines, tandis que d'autres sont stockés et sécrétés a

partir de granules (granules denses, a-granules ou lysosomes). La libération de ces cytokines



et chimiokines, ainsi que les eicosanoides, lors de l'activation permet aux plaquettes de
recruter des leucocytes au site d'inflammation ou de blessure (Shi et Morrell, 2011 ; Arman
et al., 2015).

Les basophiles ou granulocytes basophiles sont les plus rares et représentent moins de
1 % des cellules inflammatoires. Lorsqu'ils sont activés, les basophiles se dégranulent pour
libérer une variété de médiateurs immunitaires tels que I'histamine, les protéoglycanes (par
exemple le chondroitine et le sulfate de chondroitine) et les enzymes protéolytiques, qui sont
pré-stockés dans des granules cytoplasmiques (Schroeder et al., 2009). IlIs sont capables de
promouvoir I’inflammation allergique chronique, de réguler la fonction cellulaire T-helper 2
(Th2), la mémoire des cellules immunitaires et méme de jouer un rble de cellules

présentatrices d’antigénes (Kawakami 2008 ; Voehringer 2013 ; Zhong et al., 2014).

Les polynucléaires éosinophiles sont des granulocytes circulants produits dans la
moelle osseuse. Ce sont les principaux types de cellules qui peuvent étre recrutés sur des sites
de réponses immunologiques ou inflammatoires (Huang et al., 2009 ; Isobe et al., 2012 ;
Uhm et al., 2012). La fonction effectrice des éosinophiles est liée a leur libération de
protéines granulaires toxiques, d'especes réactives de I'oxygéne (ROS), de cytokines et de
médiateurs lipidiques (Liu et al., 2006). Bien que les éosinophiles aient été traditionnellement
considérés comme des cellules effecteurs cytotoxiques, de nouvelles connaissances sur les
voies moléculaires ont permis une meilleure compréhension des fonctions
immunomodulatrices de ces cellules (Rosenberg et al., 2013). Plus récemment, il a été
démontré que les éosinophiles participent a la défense de I'hdte contre les virus respiratoires
(Foster et al., 2008). Avec la capacité des éosinophiles a stocker les cytokines préformées, les
chimiokines et les facteurs de croissance disponibles pour une utilisation immédiate, ils jouent
plusieurs rbles favorisant l'initiation et le maintien des réponses immunitaires dans
I'inflammation, en plus de maintenir la fonction de la barriére épithéliale, affectant le
remodelage tissulaire et de combler I’'immunité innée et adaptative (Spencer et al., 2009;
Shamri et al., 2011).

Les fibroblastes sont des cellules du tissu conjonctif extrémement versatiles qui
présentent une capacité remarquable a se différencier des autres membres de la famille des
tissus conjonctifs, notamment le cartilage, les os, les adipocytes et les cellules musculaires

lisses (Buckley et al., 2004); ils régulent I'inflammation, la cicatrisation des plaies et ils



secrétent des composants fibrillaires de la matrice extracellulaire (MEC) (comme les
collagénes de types I, 111, IV) (Naguib and Cui, 2014).

Les lymphocytes sont la troisieme lignée de leucocytes et sont divisés en deux sous-
groupes principaux, les lymphocytes T qui se différentient dans le thymus et les lymphocytes
B acquiérent leur maturation dans la moelle osseuse. Les lymphocytes T médient la réponse
immunitaire retardée (immunité a médiation cellulaire) en régulant les fonctions des
lymphocytes B et des phagocytes macrophages. En revanche, les lymphocytes B ne jouent
aucun roéle dans I’immunité a méditation cellulaire. Ils se transforment en cellules B
productrices de plasma ou de mémoire, et grace a la libération de divers cytokines par
exemple; IF-y, IL-2 et TGF-B), elles ameéliorent la fonction des macrophages (Chaplin,

2010).

Les cellules endothéliales des vaisseaux jouent un role important dans l'initiation,
I'amplification et la résolution de la réponse inflammatoire (Xiao et al., 2013).
L’endothélium vasculaire qui tapisse les vaisseaux sanguins forme une barriére restrictive
continue et semi-permeable permettant le passage de macromolécules, de cellules
inflammatoires et de liquide entre le sang et ’espace interstitiel (Mittal et al., 2014). Les
cellules endothéliales sont capables de participer aux phénoménes de réparation post
inflammatoire par la production de protéines matricielles et de différentes protéases
(Aggarwal et Shishodia, 2006).

1.1.2.2. Médiateurs de ’inflammation

Les inducteurs de l'inflammation déclenchent la production de nombreux médiateurs qui
peuvent étre dérivés des protéines plasmatiques ou sécrétés par des cellules (macrophages ;
mastocytes résidents, basophiles, plaquettes). La concentration plasmatique de ces médiateurs
peut augmenter considérablement au cours de la phase aigue de I’inflammation, résultant de la
sécretion accrue des precurseurs par les hépatocytes. Ces médiateurs inflammatoires sont

classés selon leurs propriétés biochimiques (Medzhitov, 2008).

- Les amines vasoactives : Histamine et sérotonine



I1s sont responsables des réponses immédiates et de courte durée de 1’inflammation, y compris
la vasodilatation et I’augmentation de la perméabilité vasculaire. L histamine et la sérotonine
sont les amines vasoactives les plus importants, libérés de la dégranulation des mastocytes et
des plaquettes (Medzhitov, 2008).

- Les peptides vasoactifs

Les peptides vasoactifs peuvent étre stockés sous une forme active dans des vésicules de
sécrétion (par exemple, substance P) ou générés par traitement protéolytique de précurseurs
inactifs dans le liquide extracellulaire (par exemple, kinines, fibrinopeptide A, fibrinopeptide

B et produits de dégradation de fibrine).

Substance P est libérée par les neurones sensoriels et peut elle-méme causer la
dégranulation des mastocytes. D'autres peptides vasoactifs sont générés par protéolyse par le
facteur Hageman, la thrombine ou la plasmine et provoquent une vasodilatation et une
augmentation de la perméabilité vasculaire (directement ou en induisant la libération
d'histamine par les mastocytes). Comme mentionné précédemment, le facteur de Hageman a
un rdle clé dans la coordination de ces réponses, et il fonctionne a la fois comme un capteur
de dommages vasculaires et un inducteur de l'inflammation. Le facteur Hageman active la
cascade de kallikréine-kinine, et le produit principal de cette cascade, la bradykinine, affecte
le systeme vasculaire, en plus d'avoir un puissant effet pro-algique (stimulant la douleur).
Cette sensation de douleur a un role physiologique important dans I'inflammation en alertant

I'organisme de I'état anormal du tissu endommagé (Medzhitov, 2008).
- Les anaphylotoxines

Le systtme du complément constitué d’un ensemble de composants, de récepteurs et de
régulateurs est un élément clé de I’immunité innée. Son activation se produit lors d’une
infection ou d’une 1ésion tissulaire par I’'une des trois voies principales (classique, lectine et
alternative) (Peng et al., 2009).

Les fragments C3a, C4a et Cbha sont des produits biologiquement actifs provenant du clivage
des protéeines C3, C4, C5 ; Il s’agit de la kallikréine, de la plasmine et d’enzyme lysosomales
(Millet, 2014).

Les effets biologiques de C5a et d'autres anaphylatoxines (dans un ordre général d'activité

C5a> C3a> Cd4a) comprennent la chimiotaxie leucocytaire, I'agrégation des PMN et des



plaquettes, augmentation de la perméabilité capillaire, libération de cytokines (telles que
interleukine 1L-6, IL-8 et IL-1), production de leucotrienes et d'intermédiaires réactifs de
l'oxygéne et ’augmentation de 1’adhésion des cellules neutrophiles- endothéliales (Holers,
2000).

- Les médiateurs lipidiques

Les leucotrienes, les prostaglandines et les thromboxanes font partie du groupe des
eicosanoides (Serhan et al., 2014). En réponse a I'lL-1 ou au TNF, de trés nombreuses
cellules néo-synthétisent la phospholipase A2, une enzyme qui transforme les acides gras
membranaires en acide arachidonique ; la transformation de ce dernier en prostaglandines (par
exemple PGE2) et en thromboxane (par exemple TXAZ2) est assurée suite a la néosynthése de
la cyclooxygénase inductible de type 2 (Cox2).

Les PGE2 sont responsables de la vasodilatation et de l'augmentation du flux sanguin.
Face au réle pro-inflammatoire des PGE2, ils présentent des propriétés anti-inflammatoires
comme leur capacité de limiter la production de TNF.

Le TXA2 est vasoconstricteur, responsable de I'agrégation plaquettaire et de
I'augmentation de la perméabilité vasculaire.

La transformation de l'acide arachidonique par la lipoxygénase aboutit a la génération des
leucotrienes (LTC4 vasoconstricteur, LTB4 chimiotactique, ou LTD4 amplificateur de la
perméabilité vasculaire) et a une augmentation par les cellules endothéliales des
prostacyclines (PGI12) (vasodilatatrices et désagrégeantes plaquettaires). Par ailleurs, la durée
de vie de ces médiateurs lipidiques est trés courte (demi-vie inférieure a 30 secondes pour le

thromboxane A2 a un pH physiologique) (Cavaillon, 1995).

- Les cytokines et chimiokines

Il existe a la fois des cytokines anti-inflammatoires et des cytokines pro-inflammatoires
(facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), IL-1, IL-6 et beaucoup d'autres) qui sont produites
par de nombreux types de cellules, principalement par les macrophages et les mastocytes. Ils
ont plusieurs réles dans la réponse inflammatoire, y compris l'activation de I'endothélium et
des leucocytes ainsi que I’induction de la réponse en phase aigu€. Parmi les cytokines anti-
inflammatoires, I'lL-10 est une cytokine aux propriétés anti-inflammatoires puissantes,
réprimant I'expression des cytokines inflammatoires comme le TNF-a, 1'IL-6 et I'lL-1 par les

macrophages activés. En outre, I'lL-10 peut réguler a la hausse les anti-cytokines endogenes



et réguler a la baisse les récepteurs pro-inflammatoires des cytokines. Ainsi, il peut contre-
réguler la production et la fonction des cytokines pro-inflammatoires & plusieurs niveaux
(Wieseler-Frank et al., 2004).

Par ailleurs, les chimiokines sont produites par de nombreux types de cellules en réponse aux
inducteurs de I'inflammation. Les chimiokines ont conservé des résidus de cystéine qui leur
permettent d'étre repartis en quatre groupes: les chimiokines CC, les chimiokines CXC, les
chimiokines C (lymphotactine) et les chimiokines CXXXC (fractalkine). lls contrdlent

I'extravasation des leucocytes et chimiotaxie vers les tissus affectés (Zhang et al., 2007).

- Enzymes protéolytiques

Plusieurs enzymes protéolytiques (y compris I'élastine, les cathepsines et les
métalloprotéinases matricielles MMP) ont des r6les divers dans l'inflammation, en partie a
travers la dégradation de I'MEC et des protéines de la membrane basale. Ces protéases ont des
roles importants dans de nombreux processus, y compris la défense de 1’hote, le remodelage

tissulaire et la migration des leucocytes (Medzhitov, 2008).
1.1.3. Thérapeutique inflammatoire

Un certain nombre de médicaments ont été développés pour soigner les maladies d'origine
inflammatoire chronique. Ces médicaments peuvent étre divisés en deux groupes: les
médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les médicaments anti-

inflammatoires stéroidiens (AlS).
1.1.3.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Actuellement, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont parmi 1’une des classes
thérapeutiques les plus couramment utilisés dans le monde, que ce soit dans le cadre de la
prescription médicale ou de celui de 1’automédication (Jouzeau et al., 2004). Les AINS sont
un large groupe d'inhibiteurs de la biosynthése des prostaglandines par la cycloxygénase
(COX), soit en modifiant de maniére covalente I’enzyme, soit en rivalisant avec le substrat
actif (Carbone et al., 2013 ; Ambriz-Pérez et al., 2016). L’acide arachidonique, qui est
produit a partir des phospholipides membranaires par la phospholipase A qui sert de substrat

pour la production des eicosanoides, leucotriénes, thromboxanes, prostacyclines et



prostaglandines. Dans la voie de synthése des prostaglandines, la production de ces derniers

par les cyclooxygenases joue un réle essentiel.

Malgré leurs structures chimiques différentes, tous les inhibiteurs de la COX présentent des
actions thérapeutiques similaires telles que I'activité anti-inflammatoire, analgésique et

antipyrétique.

L'enzyme COX existe dans au moins deux formes: une isoforme principalement constitutive
(COX-1), produisant du thromboxane qui favorise I’adhésion plaquettaire et la
vasoconstriction et d’une importance particuliére pour la protection gastro-intestinale
(Hodgson, 2015). La COX-2 est une forme inductible dont I’expression est renforcée par des
cytokines, des facteurs de croissance et d’autres stimuli ulcérogénes inflammatoires (Seibert

etal., 1997 ; Hawkey, 2001 ; Kyrikou et al., 2004).

La plupart des AINS inhibent COX-1 et COX-2 avec peu de sélectivité. Cependant,
I'inhibition de ces actions est responsable de la majorité des effets indésirables des AINS, tels
que l'irritation de I'estomac, les ulceres gastro-intestinaux et toxicité rénale, qui sont

principalement liés a ’activité inhibitrice de la COX-1 (Sandilands et Bateman, 2016).

1.1.3.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide (GC) qui sont des hormones stéroides produites
par la glandes surrénale et régulées par ’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Faure,
2009 ; Ayroldi et al., 2012).

Les glucocorticoides (GC) sont les agents anti-inflammatoires et immunomodulateurs les plus
couramment utilisés. Leur valeur thérapeutique est énorme dans un large éventail de maladies
auto-immunes / inflammatoires, et ils sont largement utilisés pour traiter les inflammations
aigués et chroniques, y compris la polyarthrite rhumatoide, la maladie intestinale
inflammatoire, la sclérose en plaques, le psoriasis et I'eczéma, ainsi que dans le traitement de
certaines leucémies et dans les régimes immunosuppresseurs aprés une greffe d'organe.
(Barnes et Adcock, 1998 ; Riccardi et al., 2000 ; Rhen et Cidlowski, 2005 ; Simons,
2008 ; Coutinho et Chapman, 2011).

Les GCs inhibent plusieurs événements initiaux d'une réponse inflammatoire. De maniére

aigué, les glucocorticoides inhibent la vasodilatation et l'augmentation de la perméabilité



vasculaire a la suite d'une agression inflammatoire et diminuent I'émigration des leucocytes
vers les sites enflammés, effets qui nécessitent une nouvelle synthése protéique (Perretti et
Ahluwalia, 2000).

Le mode d’action des GCs est essentiellement génomique ; ils répriment la transcription de
nombreux génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines, les
molécules d'adhésion cellulaire et les enzymes clés impliquées dans l'initiation et / ou le

maintien de la réponse inflammatoire héte (Coutinho et Chapman, 2011).

1.1.3.3. Anti-inflammatoires naturels

De nombreuses maladies ont été décrites comme étant associées a des processus
inflammatoires. La thérapie anti-inflammatoire actuellement disponible est souvent inefficace
ou provoque des effets secondaires intolérables. Ainsi, de nouvelles substances anti-

inflammatoires sont encore nécessaires d'urgence.

Les plantes ont été la premiere source de remedes dans I'histoire de I'numanité. Depuis leur
caractérisation chimique au 19°™ siécle, les composés bioactifs a base de plantes ont alimenté
le développement de médicaments. De méme, de nos jours, de nouveaux agents dérivés de
plantes enrichissent continuellement notre arsenal de médicaments par exemple, la vincristine,

la galantamine et I'artémisinine (Furst et Zindorf, 2014).

Les composés phénoliques sont un groupe hétérogéne de composés dérivés du métabolisme
secondaire des plantes. Structurellement, les composés phénoliques ont au moins un cycle
aromatique auquel un ou plusieurs groupes hydroxyle, liés a des structures aromatiques ou
aliphatiques. Ils peuvent étre groupés en flavonoides et non flavonoides (Bravo, 1998).
(1) Les flavonoides sont composés de deux cycles aromatiques liés par un hétérocycle
d'oxygene. lls peuvent étre sous classés en tant que flavonols, flavones, isoflavones,
anthocyanes, flavanols, flavanones, selon le degré d'hydrogénation et le remplacement de
I'nétérocycle. Les flavonoides se trouvent généralement dans la nature sous forme de
glycosides.

(2) Les non-flavonoides ; I'acide benzoique et cinnamique sont deux des composés les plus
représentatifs, et ils sont communément appelés acides phenoliques qui sont autres que les

stilbénes, les tanins et les lignines (Tanigawa et al., 2007)

Ces derniéres années, les composés phénoliques ont suscité un intérét croissant pour la

science et l'industrie alimentaire pour leurs effets benéfiques sur la santé. Les données



épidémiologiques ont associé un apport élevé d'aliments riches en phénols a un taux réduit de
maladies chroniques telles que le diabete, les maladies cardiovasculaires, la maladie

d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et I'inflammation (Bravo, 1998 ; Mohamed, 2014).

Dans ce sens, un ensemble substantiel de preuves obtenues a la fois d'études in vivo et in vitro
soutient le concept selon lequel les composés phénoliques agissent de la méme maniere que
les AINS. Les polyphénols peuvent exercer des effets anti-inflammatoires notamment par le
piégeage radicalaire, la régulation des activités cellulaires dans les cellules inflammatoires et
la modulation des activités des enzymes impliquées dans le métabolisme de I'acide
arachidonique (AA) notamment la phospholipase A2, cyclooxygénase et le métabolisme de
I'arginine (NOS) (Santangelo et al., 2007 ; Hussain et al., 2016). Certains d'entre eux
inhibent d'autres médiateurs pro-inflammatoires en plus de la cycloxygénase en inhibant leur
activité ou I'expression des genes. Outre, certains composes phénoliques peuvent augmenter
et /ou diminuer les facteurs transcriptionnels, comme le facteur nucléaire kB (NF-kB) ou
Nrf2, dans les voies inflammatoires et antioxydantes (Calixto et al., 2004 ; Maroon et al.,
2010; Sergent et al., 2010 ; Cardozo et al., 2013).

Une étude in vivo menée par Chen et al (2012) a démontré que I'extrait des fleurs de thé
(TEE), riche en polyphénols tel que le gallate d’épigallocatéchine (EGCG), épigallocatechine
(EGC) et épicatechine (ETC), posséde un effet anti-inflammatoire contre Il'inflammation
chronique. Dans cette étude, les auteurs ont montré que I'administration orale de TEE chez la
souris est associée a une réduction significative de I'inflammation aigué (hépatique) tissulaire

en bloquant I'expression des cytokines (TNF-alpha, IL-1p) et la production de NO.

Récemment, un intérét croissant pour I'effet bénéfique de I'huile d'olive extra-vierge (EVOO)
est principalement focalisé sur l'effet anti-inflammatoire des composés phénoliques présents
dans I'EVOO. L'oleuropéine, I'nydroxytyrosol et le tyrosol sont les principaux composants
phénoliques de I'EVOO et ont pu inhiber l'inflammation en bloquant les enzymes de
production des eicosanoides (prostaglandine 12, leucotriene B4) comme la COX-2, la
lipoxygénase (LOX) et la phospholipase A2 (PLA2) dans des cellules animales et humaines
(Santangelo et al., 2007).

Les polyphénols présents dans le vin rouge et le thé noir, par exemple la quercétine, 'EGCG,
I'ECG et les flavines, sont capables d'inhiber la COX-2 et la LOX de maniére dose-
dépendante aprés application aux cellules macrophages murins (RAW 264) activées par le



LPS (Ichikawa et al., 2004). De méme, le kaempférol, un flavonoide largement distribué
dans de nombreuses sources naturelles, notamment les pommes, le raisin, le chou et la tomate,

réduit considérablement I'inflammation en inhibant la production de PGE2.

Par ailleurs, des chercheurs ont montré que les polyphénols du cacao (flavonols,
anthocyanidines, catéchines, etc.) diminuent I'inflammation par de nombreux mécanismes tels
que l'inhibition de I'activation des cellules T induite par les mitogénes et I'expression réduite
de I'IL-2 et d'autres cytokines (IL-6, TNF-alpha) (Andujar et al., 2012 ; Ambriz-Pérez et
al., 2016). La curcumine a été identifiée comme un composant actif naturel isolé du rhizome
de la plante Curcuma longa, avec un large éventail d'effets médicinaux contre de nombreuses
maladies chroniques comme les maladies cardiaux vasculaires, le cancer et les troubles
métaboliques en raison de sa forte réponse antioxydante et anti-inflammatoire in vitro et in
vivo (Veres, 2012). Aggarwal et Harikumar (2009) ont rapporté que I'application orale de
70-100 mg/kg de curcumine réduit la réponse inflammatoire systémique (plasma) et tissulaire
(tissu aortique) ainsi que l'oxydation des LDL et les effets hypocholestérolémiants chez les
rongeurs. De méme, Nemmar et al (2012) ont montré que la supplémentassions de la
curcumine en gavage oral (45mg/kg) chez les souris males réduit significativement
I'inflammation systémique en empéchant la libération de TNF-a et de la protéine C-réactive
(CRP).



Chapitre 11.
Stress oxydant et antioxydants




1.2. Stress oxydant

Elément indispensable a notre survie, a notre vie, a notre développement, & notre capacité
d’adaptation ; I’oxygeéne est également a 1’origine de toxicité, d’acidité, d’altération, de
dégénérescence. En effet, le métabolisme de 1’oxygene, lorsqu’il est dérégle, peut entrainer de

part ce que 1’on appelle « le stress oxydant » (Koechlin-Ramonatox, 2006).

Il peut former des especes partiellement réduites et fortement toxiques appelées les radicaux
libres ou encore les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) et de ’azote (ERN). Radicalaires
ou non radicalaires, elles sont produites en permanence par plusieurs types cellulaires dans les

organismes aérobies (Swain et al., 2002; Baudin, 2006 ).

Le stress oxydant représente 1’incapacité pour 1’organisme a se défendre contre 1’agression
des ERO, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la production de ces substances et la

capacité de défense des antioxydants (Koechlin-Ramonatox, 2006).
1.2.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, un atome ou une molécule contenant un ou
plusieurs électrons non appariés (Li et al., 2016 ; Dasgupta et Klein, 2014), ils peuvent étre
chargés ou non chargés (Kerher et Klotz, 2015). Les radicaux libres peuvent étre générés a
partir de nombreux éléments, mais dans les systemes biologiques, ce sont ceux impliquant
I’oxygene et 1’azote qui sont les plus importants (Burton et Jauniaux, 2011); soit par
scission homolytique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son
électron, soit par scission hétérolytique ou un atome recoit deux électrons lorsque les liaisons
covalentes sont brisées. Et également, au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un
électron a partir d’'un composé non radical (Dasgupta et Klein, 2014 ; Halliwell et
Gutteridge, 2015).

Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre électron ou
par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Les radicaux libres oxygénés ou,
plus généralement, les especes réactives de 1’oxygene (ERO), ainsi que les especes réactives

de I’azote (ERN), sont des produits du métabolisme cellulaire normal (Valko et al., 2007).
1.2.2 Espéces réactives de I’oxygene (Reactive oxygen species ROS)

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) sont produites a partir d’oxygéne moléculaire

comme résultat du métabolisme cellulaire normal (Ozougwu, 2016). Cette appellation inclut



les radicaux libres de 1’oxygéne (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote

...etc) mais aussi certains dérivés réactifs non radicalaires (Tableau 01)

Tableau 01 : Les principales espéces réactives de 1’oxygéne générées dans les systémes

biologiques (Nimse et Pal, 2015 ; Dutta, 2016 ; Ozougwu, 2016)

Nom Symbole
Espéces radicalaires

Anion superoxyde 0,""
Radical hydroxyle "OH
Radical peroxyle ROO"
Radical alcoxyle RO"
Monoxyde d’azote NO
Radical tétrachlorure de carbone CCl;

Espéces non radicalaires

Peroxyde d’hydrogene H,0,
Acide hypochlorique HOCI
Oxygene singulier 0,
Peroxynitrite ONOO
Ozone O3

1.2.3. Production des radicaux libres

L'accumulation intracellulaire d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et de I'azote (RNS) peut

étre déclenchée par des facteurs exogenes et / ou endogenes (Silva et Coutinho, 2010),

comme résumé dans la figure 2.

1.2.3.1. Production intracellulaire (endogéne)



La production des ERO dans les cellules mammiferes découle de plusieurs sources possibles

mais essentiellement d’origine enzymatique.
1.2.3.2 Production extracellulaire (exogéne)

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de

I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme.

Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogénes non genotoxiques peuvent
directement, ou indirectement, étre impliqués dans la geénération de radicaux libres
(xénobiotiques, activation desleucocytes...). Les rayonnements UV induisent la synthése de

I’intermédiaire d’agents photosensibilisants.

Cigarette
Irradiation l Pollution de I"air
(U.V.ravons X. ravons y)
Radicaux
libres
Métabolisme cellulaire / \* Toxines

environnementales

Inflammation
(Neutrophiles, macrophages)

Figure 02: Résumé des sources exogenes et endogenes de radicaux libres.

1.2.4. Production des radicaux libres oxygénés et azotés

La génération des ERO (Tableau 01) commence par une molécule d’oxygene, ’activation de
la NADPH-oxydase et la production du radical anion superoxyde (O, “~, egn (1)) (Nimse et
Pal, 2015)

(OXYDASE)
20, + NADPH ——— 20, -~ + NADP* + H* (1)

L’O; " “est rapidement converti en peroxyde d’hydrogéne H,O; (egn (2)) par la SOD ;

20"+2H+(S£3H0 +0 (@)
2 2Y2 2



Les espéces réactives peuvent également étre générées par le systeme myéloperoxydase-
halogénure-H,0,. L'enzyme myéloperoxydase (MPO) est présente dans les granules
cytoplasmiques des neutrophiles. En présence de I'ion chlorure, qui est omnipresent, H,O, est
converti en hypochlorure (HOCI, egn (3)), un oxydant puissant et également un agent

antimicrobien.

MPO
Cl- +H,0, + H* o HOCI + H,0 3)

La formation de -OH dépend a la fois d’0, ™~ et H,O, par les réactions de Fenton (egn (4))
et /ou Haber-Weiss (egn (5)). Par conséquent, sa formation est soumise a une inhibition par la
SOD et la CAT (Sharma et al., 2012).

H,0, + Fe?* —-0OH+ OH™ + Fe3* (4)
02._ + Hzoz —--0OH+ OH™ + 02 (5)

Par ailleurs, les NO-synthétases (NOS) sont une famille d’enzyme qui transforment 1’acide
aminé L-arginine en L- citrulline et NO" (oxyde azotique) en présence de la NADPH (Toro
et Rodrigo, 2009 ; Bouguerne, 2012 ; Nimse et Pal, 2015).

L — Arg + O, + NADPH — NO + L —citrulline (6)

L’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) est capable de produire en continu une grande

quantité de NO', qui agit comme inhibiteur d’O, .

L’NO’ et IO, réagissent ensemble pour produire du peroxynitrite (ONOO", eqgn (7)), un
oxydant trés fort, donc, ot chacun peut moduler les effets de ’autre. Bien que ni I'NO’ ni
1’0, ne soit un oxydant puissant, le peroxynitrite est un puissant oxydant polyvalent qui peut

attaquer une large gamme de cibles biologiques (Nimse et Pal, 2015).
NO + 0, - ONOO~ 7)

La surproduction de ces espéces réactives d'azote est appelée le stress nitrosatif. Cela peut se
produire lorsque la génération des RNS dans un systéme dépasse la capacité du systeme a les
neutraliser et a les éliminer. Le stress nitrosatif peut conduire a des réactions de nitrosylation
qui peuvent altérer la structure des protéines et inhiber ainsi leur fonction normale (Valko et
al., 2007).

1.2.5. Stress oxydant et ses conséquences biologiques



Le stress oxydatif a été implique dans plusieurs maladies incluant le cancer, I'athérosclérose,
le paludisme, le syndrome de la fatigue chronique, la polyarthrite rhumatoide et des maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer et la maladie
de Huntington. L'évidence indirecte via la surveillance des biomarqueurs tels que les especes
réactives d'oxygene, et la production d'especes réactives d'azote, la défense antioxydante
indique des dommages oxydatifs qui peuvent étre impliqué dans la pathogenese de ces
maladies (Rahman et al., 2012).

Le stress oxydatif contribue également aux Iésions tissulaires aprés irradiation et hyperoxie,
ainsi que dans le diabéte et est susceptible d'étre impliqué dans le développement du cancer
lié a I'age. L'infection par Helicobacter pylori, qui augmente la production des espéces
réactives d’oxygene et d’azote dans l'estomac humain est également considéré comme

important dans le développement du cancer gastrique (Vasavidevi et al., 2006).

Les especes réactives de 1I’oxygene ont également été signalés & endommager les composants
cellulaires dans le cartilage en altérant les réponses des chondrocytes a des facteurs de
croissance et de la migration vers les sites de Iésion du cartilage menant & l'arthrose
(Vasavidevi et al., 2006). Il existe de plus en plus de preuve suggérant le r6le des ROS de

causer des dommages les cellules B des ilots pancréatiques (Haydent et Tyagi, 2002).

Par ailleurs, I’accru des ERO dans le cceur humain est associé a une sténose aortique, alors

que I’exces d’ERO dans le rein humain conduit a une lithiase urinaire (Rahman et al., 2012).

Il a également été observé que I'hnyperglycémie déclenche la génération de ERO a la fois dans
les cellules mésangiales et tubulaires des reins humains, ce qui entraine des changements
structurels et fonctionnels dans les glomérules causant la néphropathie diabétique (Verzola et
al., 2004). L'augmentation de la production de ERO en haute altitude peut également étre
associée au syndrome de mal de montagne aigu (AMS), a l'eedéme pulmonaire a haute

altitude (HAPE) et a I'eedéme cérébral de haute altitude (HACE) (Rahman et al., 2012).



Cerveau :

Alzheimer
Parkinson

Perte de mémoire
Dépression
Accident vasculaire cérébral

Les vaisseaux cardiaques :
Artériosclérose
hypertension
Ischémie
Cardiomyopathie
Arrét cardiaque

Figure 03 : Stress oxydatif et ses conséquences (Nagar et al., 2017)

1.2.6. Antioxydants

Les molécules ou microconstituants capables d’interférer avec les radicaux libres sont appelés
antioxydants. L’exposition a des radicaux libres a partir d’une variété de sources conduit les

organismes a développer une série de mécanismes de défense.

Ces derniers comprennent : (i) des mécanismes de prévention ; (ii) des mécanismes de

réparation, (iii) des défenses physiques et (iv) les défenses antioxydantes (Valko et al., 2007).

Toutefois, il existe deux types de défenses antioxydantes (Figure 04) a savoir, les défenses
antioxydantes enzymatiques qui comprennent : superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathion peroxydase (GPx) (Valko et al., 2007), glutathion transferase (Birben et al.,2012),
le couple thiorédoxine /thiorédoxine réductase (TRX), heme oxygénase et la peroxyrédoxine
(PRX) (Pincemail et al., 2002 ; Halliwell, 2012), qui sont endogeéne a I’origine (Dasgupta et
Klein, 2014).

Tandis que, les antioxydants non enzymatiques sont de petites molécules qui peuvent étre soit
soluble dans I’eau ou soluble dans les lipides. Certains de ces antioxydants dérivent de

I’alimentation tels que les caroténoides, les flavonoides, les vitamines ; I'acide ascorbique



(vitamine C), o-tocophérol (vitamine E), vitamine A, glutathion (GSH), acide urique,
bilirubine et des protéines (ferritine, transferrine, céruloplasmine) qui maintiennent les métaux

de transition dans un état inactif pour la formation des ERO (Dasgupta et Klein, 2014).

Accroissement de SOD

|’effet antioxydant
¥ Catalase

glutathion peroxydase

Glutathion , Coenzyme Q10

Figure 04 : ’efficacité des divers antioxydants dans le corps humain en neutralisant

les radicaux libres (Dasgupta et Klein, 2014).
1.2.6.1. Défenses enzymatiques
1.2.6.1.1. Superoxydes dismutases (SOD, EC 1.15.1.1)

Les SOD constituent une importante famille de métalloenzymes (Kerher et Klotz, 2015)
largement distribuées au sein des organismes aérobies dont elles assurent la survie. Elles
catalysent la dismutation du radical superoxyde O, en dioxygeéne et en H,O, a une vitesse

extrémement importante (environ 2.10° L.mol™.s™) selon la réaction suivante :
20, +2H ', H,0,+0;

Cette réaction peut se faire spontanément mais de fagon moins rapide, ce qui augmente le
temps de vie de ’O,~ lui permettant ainsi d’oxyder des composants cellulaires ou de générer
des ERO bien plus toxiques tels que le peroxynitrite ou le radical hydroxyle. C’est pour cette
raison, que cette enzyme a une fonction importante dans le systeme de défense contre les

radicaux libres.



Chez les mammiferes, la grande majorité de cette activité se situe au niveau intracellulaire
dans les deux compartiments cytosoliques et mitochondriales (Kerher et Klotz, 2015). Ces
enzymes comprennent une forme de cuivre-zinc (CuZnSOD, trouvée dans le cytoplasme de la
cellule et dans I’espace intermembranaire des mitochondries), une isoenzyme de manganése
(MnSOD, d’origine bactérienne, située dans la matrice mitochondriale) et une forme
extracellulaire de la SOD (EC-SOD), une glycoprotéine qui contient également du Cu et du
Zn. Ces trois enzymes sont codées par trois génes nucléaires différents appelés SOD1, SOD2,
SOD3 (Zelko et al., 2002 ; Turrens, 2010).

1.2.6.1.2. Catalases

La catalase est une enzyme présente dans les cellules des plantes, des animaux et des bactéries
aérobies (Flora, 2009). Elle est exprimée dans tous les principaux organes du corps en
particulier dans le foie, les reins et les érythrocytes ou elle joue un réle essentiel dans la
défense des cellules contre le stress oxydatif. Cette protéine est principalement localisée dans
un organite cellulaire appelé le peroxysome mais une catalase fonctionnelle a également été
détectée dans le cytoplasme, dans les mitochondries des cardiomyocytes de rat et sur la
membrane cytoplasmique des cellules cancéreuses humaines (Nishikawa et al., 2009 ;
Glorieux et al., 2015).

Cette enzyme catabolise le produit final de la réaction de dismutation, a savoir 1’H,0,, en

molécule d’eau et en oxygéne moléculaire (Flora, 2009 ; Rajendran et al., 2014).
2H,0y —m8M»2H,0+0,

Par ailleurs, lorsque les peroxysomes sont endommagés et la quantité de catalases
diminue, une augmentation de la libération de H,O, dans le cytosol, peuvent contribuer au

stress oxydatif dans la cellule (Kim et al., 2015).
1.2.6.1.3. Peroxydases

Les systéemes de defense enzymatiques primaires au niveau cellulaire contre les dommages
causés par les ERO, tels que le peroxyde d’hydrogene et I’hydroperoxyde lipidique, sont le
cycle redox du glutathion, le cycle de la thiorédoxine et la catalase (Sakamoto et al., 2014).
Les glutathions peroxydases (GPx ; EC1.11.1.9 et EC 1.11.1.12) sont des enzymes a sélénium
ayant la propriéte de catalyser la réduction du H,O, (réaction 1) et des hydroperoxydes

organiques formés par I’oxydation des acides gras (réaction 2 et 3) en eau ou en alcool



correspondant, respectivement, en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur
d’hydrogéne (Herbette et al., 2007 ; Margis et al., 2008)

GPx
2 GSH + H,0; » GSSG +2 H,0 L)
GPx
2 GSH + ROOH > GSSG+ ROH + H,0 )
_ .JIII_ i GPx i -:?-"-:I:-:H
" +2GSH > s +2GSSG (3)
o o 5-HETE

Les GPx sont des enzymes sélénium-dépendantes ou sélénium-indépendantes (Sakamoto et
al., 2014). Exprimer par la plupart des eucaryotes, cette famille compte ; huit enzymes GPxs
chez ’humain (GPx1- GPx8), huit chez la souris (GPx1-GPx8), un seul chez la mouche
Drosophila melanogaster (PHGPX) et trois chez la levure Saccharomyces cerevisiae (GPx1p-
GPx3p) (Inoue et al., 1999; Li et al., 2003 ; Brigelius-Flohe et Maiorino, 2013).

Parmi, les huit isoformes de GPx connus, cing sont des sélénoproteines (GPx 1-4 et GPx6).
Tandis que, GPx5, GPx7 et GPx8 sont des non-selenoproteines (Lei et al., 2015 ; Chen et al.,
2016).

GPx1 se trouve au niveau des érythrocytes et d’autres tissus, ayant pour role la protection de
ces cellules contre les effets nocifs de H,O, (Khan et al., 2014). Certains auteurs rapportent
que différents types de maladies ont été signalés en raison soit d’une sur ou une sous-
expression de GPx1 comme I’hyperglycémie, 1’hyperbilirubinémie et 1’obésité (McClung et
al., 2004 in Khan et al., 2014).

GPx2 est principalement exprimee dans le systeme gastro-intestinal, y compris I'épithélium de
I'oesophage et, dans le foie chez les humains. Il a été, par conséquent, nommé GI-GPx ou
GPx-GI. Chu et ses collaborateurs (1993) suggerent que le GPx2 agirait comme une barriere

contre I'absorption des hydroperoxydes d'origine alimentaires.



GPx3 est mitochondrial, alors que GPx4 est présent dans le noyau, le cytosol, la mitochondrie
et liée egalement aux membranes (Margis et al., 2008). Elle abaisse le niveau des
hydroperoxydes dans les cellules. Comme, elle est responsable de la réduction de plusieurs
types d’inflammations (Papp et al., 2007), la maturation des spermatozoides et de la motilité
(Kriska et al., 2008).

Quant au GPx5, elle a un emplacement bien spécifique dans 1’épididyme jouant un rdle

important dans la fertilité et aide le développement embryonnaire (Zhang et al., 2008).

GPx6 est un SecGPx chez ’homme, mais un CysGPx chez les rongeurs et autres animaux. Il
se trouve dans le bulbe olfactif et depuis sa découverte, a été suspectée pour compléter le
systéme sensoriel olfactif. Toutefois, son réle précis reste a élucider (Hatfield et al., 2011).

Outre ces isoformes, il y a également deux autres isoformes (GPx7 - GPx8) derniérement
découvert et donc parmi les plus mystérieux en termes de fonctions. Des études
évolutionnaires suggerent qu’ils proviennent de la SecGPx4. lls se trouvent dans le réticulum
endoplasmique, avec des fonctions de suppresseur de tumeurs par le biais de la régulation des

principales molécules de signalisation du cycle cellulaire (Bosello-Travain et al., 2015).

Le réle de la GPx est tres important dans la plupart des tissus (Richard et al., 1997), par
exemple dans les globules rouges et les plaquettes ou elle réalise la totalité de 1’élimination de
H20,. 11 faut enfin souligner que 1’activité mesurée de la GPx érythrocytaire est un bon
reflet de la carence en sélénium plasmatique ou érythrocytaire (Néve, 1991). La GPx
plaquettaire est également un bon indicateur du statut sélénium mais les étapes nécessaires a

I’1solement sont délicates.
1.2.6.1.4. Thiorédoxine (Trx) /thiorédoxine réductase (TrxR)

Le systeme des thiorédoxines se compose d’un donneur d’¢€lectrons et deux types de protéines
oxydoréductases : la thiorédoxine (Trx), la thiorédoxine réductase (TrxR) et le NADPH
comme donneur d’électrons. C’est un important systéme de disulfure-réductase qui peut
fournir des électrons a une large gamme d’enzymes (Silva-Adaya et al., 2014 ; Lu et
Holmgren, 2014).

La thioredoxine est présente dans toutes les especes, des archées a ’homme (Holmgren et
Bjornstedt, 1995). C’est une petite protéine redox ubiquitaire, de faible masse moléculaire

(12 kDa) dont le site actif est caractérisé par deux résidus cystéine (Cys32 et Cys35), séparés


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyst%C3%A9ine

par deux acides aminés -Cys-Pro-Gly-Cys- (Yoshihara et al., 2010). Elle joue un réle
important dans la réponse cellulaire, y compris la croissance cellulaire, le cycle cellulaire,
I’expression du geéne et I’apoptose, afin de maintenir I’équilibre redox. En outre, la régulation
redox par la thiorédoxine est impliquée dans la pathogenese de divers troubles associés au
stress oxydatif tels que le cancer et les maladies neurodégénératives (Burke-Gaffney et al.,
2005 ; Dasgupta et Klein, 2014).

Une fois oxydée, la thiorédoxine qui présente dans son site actif un pont disulfure sera réduit
en deux groupements thiol, en présence de NADPH,H" par la thiorédoxine réductase. Cette
derniére est une enzyme possédant un groupement sélénocystéine dans son site actif et
intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogéne et
dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Hattori et al., 2002 in

Bouguerne, 2012).

Toutefois, les thiorédoxines réduites permettent la réduction de disulfures protéiques (Arner
et Holmgren, 2006 ; Holmgren et Lu, 2010).

Dans les cellules de mammiferes, les thiorédoxines et les thiorédoxines réductases sont
exprimées sous forme de trois isoformes : Trx1 et TrxR1 sont cytosoliques, Trx2 et TrxR2
sont mitochondriales et Sp-trx et TGR (ou TrxR3) sont exprimées dans les testicules chez les
hommes. Contrairement aux TrxR1 et TrxR2, TGR est capable de réduire le glutathion oxydé,
d’ou sa dénomination de thiorédoxine/glutathion réductase TGR (Soerensen et al., 2008 ;
Arner, 2009; Holmgren et Lu, 2010 ; Silva-Adaya et al., 2014).

1.2.6.1.5. Héme oxygénase

L’héme oxygénase (HO) est une enzyme ubiquitaire et essentielle pour tous les organismes
eucaryotes qui dépendent de I’oxydation aérobie et du transport d’électrons par des protéines
contenant de I’héme (Abdureyim et al., 2011 ; Habtezion et al., 2011). Elle catalyse la
dégradation de 1I’heme par clivage oxydatif, pour produire des quantités équimolaires de
biliverdine IX, de monoxyde de carbone (CO) et de fer (Fe®"). La Biliverdine IX est ensuite
réduite a un puissant antioxydant, la bilirubine par la biliverdine réductase (BVR) (Figure
05), tandis que le fer libre est rapidement séquestré en ferritine, ce qui donne un autre
antioxydant puissant (Otterbein et Zuckerbraun, 2005 ; Origassa et Camara, 2013 ;
Tiwari et Ndisang, 2014).
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Figure 05: Catabolisme de ’héme : mode d’action de I’héme oxygénase et de la biliverdine
réductase. La dégradation de I’héme par le « systéme » heme oxygénase (HO) comporte trois
étapes successives d’oxygénation nécessitant un total de sept électrons fournis par le NADPH,
par l’intermédiaire du cytochrome P450 réductase. Une des étapes d’oxygénation (non
représentée sur la figure) comporte I’hydroxylation du carbone a-méso de la porphyrine. L’a-
mésohydroxyhéme obtenu réagit avec une nouvelle molécule d’O2 qui libére le monoxyde de
carbone (CO) et le verdohéme. La réduction finale qui nécessite un dernier électron, libére
I’ion ferreux (Fe2+) et la biliverdine. Cette derniére est réduite immédiatement en bilirubine
par la biliverdine réductase en présence de NADPH. M: radical méthyl (-CH3) ; V : radical
vinyl (-CH=CH?2) ; P : radical propionyl (-CH2-CH2- COOH) (Lyoumi et al., 2007).

Trois isoformes ont été caractérisées jusqu’a présent, mais seules HO-1 et HO-2 sont
fonctionnelles (Lyoumi et al., 2007). L’isoforme HO-1 est une protéine de 32-kDa induite en
réponse au stress par différents agents prooxydatifs (environnementaux et pharmacologiques)

tels que les ERO, I’héme ou I’hémoglobine, les métaux lourds, les radiations UV, les



cytokines, les facteurs de croissance (Maurel, 2013). De trées nombreux travaux font état
d’une action protectrice de HO-1. Sa surexpression est considérée comme ayant trois activités
majeures : antioxydante, anti-inflammatoire, antiapoptique, antiproliférative et un effet
immunomodulateur dans les cellules vasculaires (Kim et al., 2011 ; Araujo et al., 2012 ;
Agarwal et Bolisetty, 2013 ; Origassa et Camara, 2013 ; Son et al.,2013 ; Liu et Qian,
2015).

L’isoforme HO-2 est exprimée de facon constitutive et peut fournir une fonction tampon
temporaire supplémentaire contre I'neme pro-oxydant par sequestration (via des sites de
liaison a I'neme supplémentaires situés sur I'enzyme) (Origassa et Camara, 2013). Elle est
localisée au niveau mitochondries ou elle régule probablement une variété de fonctions
cellulaires. L'existence d'une troisieme isoforme distincte de HO codé (HO-3) a été postulée,
mais il est maintenant clair qu'il s'agit d'un pseudogéne non codant (Habtezion et al.,
2011). Les deux isoformes, HO-1 et HO-2, de cette enzyme catalysent la méme réaction
enzymatique, entrainant la dégradation de I'neme (Waltz et al., 2011 ; Origassa et Camara,
2013).

1.2.6.1.6. Peroxyrédoxine

Les peroxyrédoxines (Prx) (EC.1.11.1.15) sont une famille de peroxydases a thiol qui
catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogeéne (H,O,), les hydroperoxydes organiques
(ROOH) et le peroxynitrite (OONO") par un mécanisme a deux étapes : une premiere étape
commune a toutes les peroxydases a thiol est ’oxydation de leur Cys catalytique (Cp)
conduisant a un intermédiaire acide sulfénique analogue a I’acide sélénénique des Gpx
classiques ; cette étape est suivie d’une étape de régénération impliquant généralement des
protéines de type Trx (Nelson et al., 2011 ; Boukhenouna, 2014). Elles sont exprimées de
facons ubiquitaire, avec de multiples isoformes présents dans la plupart des organismes (par
exemple, 3 isoformes chez Escherichia coli, 5 chez saccharomyces cervisiae, 6 chez 1’homo

sapiens et 9 chez Arabidopsis thaliana) (Rhee, 2016).

Plusieurs recherches rapportent qu’il existe trois classes de peroxyrédoxines, qui se
distinguent par le nombre et la localisation de la Cystéine catalytique ; les 2-Cys Prxs
typiques, qui sont homodimeres, 2-Cys Prx atypiques, qui sont monomeres, et 1-Cys Prxs.
Les 2-Cys Prxs typiques et atypiques partagent un mécanisme de réaction similaire impliquant

deux résidus Cys conservés, appelés peroxydés et résolvants, respectivement (Wood et al.,
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2003; Rhee et al., 2005 ; Hall et al., 2009 ; Puerto-Galan et al., 2013 ; Sharapov et al.,
2014).

1.2.6.2. Défenses non enzymatiques
1.2.6.2.1. Vitamine E (a-tocophérol)

Le terme vitamine E désigne une famille de lipides neutres dérivés de plantes qui fonctionnent
comme des antioxydants liposolubles et qui sont reconnue essentielle a la santé humaine
(Ulatowski et al., 2013). L’a-tocophérol se trouve principalement dans les arachides, les
amandes et les graines de tournesol, tandis que 1’y-tocophérol est la principale vitamine E
dans les noix, les noix de pécan, les pistaches et les graines de sésame (Jiang, 2014). L’aT et
yT existent dans différentes huiles végétales issues de 1’olive, I’arachide, du mais, du
tournesol, du soja ou encore de la sauge et du romarin. Néanmoins, ¢’est la forme o qui est la

plus abondante dans la nature et la plus étudiée a I’heure actuelle (Boccardi et al., 2016).

Elle est connue pour agir en tant qu’antioxydant in vivo. Présente dans les cellules vivantes,
elle participe activement a I’inhibition des radicaux libres impliqués dans les processus
d’oxydation des tissus. Elle est également considérée comme le principal inhibiteur de la

peroxydation lipidique et a été utilisée pour stabiliser des polymeéres (Rizvi et al., 2014).
1.2.6.2.2. Vitamine C

L’acide ascorbique ou vitamine C est un antioxydant hydrosoluble qui joue un rdle
essentiellement protecteur (Gallie, 2013). Bien que la plupart des plantes et des mammiferes
puissent synthétiser de I’ascrobate (Asc) in vivo a partir du glucose, les humains (ainsi que
d’autres primates, chauve-souris et cobayes) sont incapables de produire de la vitamine C
suite a une mutation du géne codant L-gulono-gamma-lactone oxydase, I’enzyme responsable
de catalyser la derniere étape de la voie de biosynthése de la vitamine C (Lachapelle et
Drouin, 2011 ; Telang, 2013).

Il peut étre d’origine naturelle (fruits et légumes) ou synthétisé. L’acide ascorbique est un
éliminateur de radicaux libres. De plus, il régénére la vitamine E dans les membranes
cellulaires en combinaison avec le GSH ou des composés capables de donner des équivalents
réducteurs (Nimse et Pal, 2015). C’est un donneur d’électrons, de se fait, il est appelé
antioxydant car, en faisant don de ses électrons, il empéche les autres composés d’étre oxydé.

Cependant par la nature méme de cette réaction, la vitamine C est elle-méme oxydée dans le
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processus. La perte d’électron de la vitamine C se produit séquentiellement. L’espéce formée
apres la perte d’un électron est un radical libre, ’acide semi-déhydroascorbique ou le radical
ascorbyle. Par rapport a d’autres radicaux libres, le radical ascorbyle est relativement stable
avec une demi-vie de 10 secondes et assez non réactif, lors de la perte d’un second électron,

le composé formé est 1’acide deshydroascorbique (Padayatty et al., 2003 ; Marakala, 2015).
1.2.6.2.3. Vitamine A

Le potentiel antioxydant de la vitamine A a d'abord été décrit par Monaghan et Schmitt
(1932), qui ont rapporté que la vitamine A peut protéger les lipides contre le rancissement.
Plusieurs revues scientifiques ont décrit les caractéristiques structurelles et métaboliques de
base de la vitamine A et des informations sur son potentiel en tant qu'antioxydant par rapport
aux maladies cardiaques. La vitamine A a une contribution antioxydante vitale dans la

protection des LDL humaines contre I'oxydation stimulée par le cuivre (Nimse et Pal, 2015).
1.2.7. Antioxydants phénoliques

1.2.7.1. Flavonoides

Flavonol (exp. quercétine, myricétine 1), flavone (exp. apigenin, lutéoline 2), favonolols (exp.
Taxifoline 3), flavan-3-ols (exp. catéchine, épigallocatechine 4), flavonone (exp. I'nesperétine,
la naringénine 5), I’anthocyanidine (exp. la cynidine, la delphidine 6), 1’isoflavone (exp. la

génistéine, la daidzéine 7).

Les flavonoides sont un groupe de dérivés naturels du benzo-y-pyran (1-7) qui possedent de
puissantes activités antioxydantes. Les flavonoides largement distribués dans les fruits et les
légumes ont des effets biologiques multiples, comprenant 1’activité anti-radicalaire. Il a été
rapporté que les flavonoides ont un effet protecteur sur les Iésions de I'ADN induites par les
radicaux hydroxyles. L'un des mécanismes qui explique I'effet protecteur des flavonoides sur
I'ADN est I'implication des ions métalliques chélatants comme le cuivre ou le fer. Les
flavonoides complexés avec le cuivre ou le fer empéchent la géneration du ROS (Rice-Evans
et al., 1996 ; Pietta, 2000 ; Zhou et al., 2001 ; De Souza et De Giovani, 2004 ; Nimse et
Pal., 2015 ; Kurutas, 2016).



1.2.7.2. Caroténoides

(I) Carotines : le lycopéne, le PB-caroténe, (II) Xanthophylle : zéaxanthine, lutéine.
Les caroténoides sont parmi les plus courants phytonutriments solubles dans les lipides (Stahl
et Sies, 2003 ; Muller et Boehm, 2011).

Le lycopéne et le B-carotene sont les caroténoides les plus importants parmi les 600 autres

composés (Olson et Krinsky, 1995).

Les caroténoides sont bien connus pour éliminer les radicaux peroxyles plus efficacement par
rapport a tout autre ROS. Les radicaux peroxyles générés dans le processus de peroxydation
lipidique peuvent endommager les lipides dans la paroi cellulaire. Le piégeage des radicaux
peroxyles peut perturber la séquence réactionnelle et empécher les dommages aux lipides
cellulaires. Les longues chaines alkyles insaturées des caroténoides les rendent hautement
lipophiles. Les caroténoides sont connus pour jouer un rdle important dans la protection des
membranes cellulaires et des lipoprotéines contre les ROS en raison de leur activité de
piégeage de radical peroxyle (Sies et Stahl, 1995 ; Stahl et Sies, 2003).

1.2.8. Antioxydants synthétiques

L’anhydride sulfureux (ou dioxyde de soufre SO,) et ses combinaisons minérales ont eté
utilisés comme premiers antioxydants des vins et des biéres, mais ces composées possedent
un caractére fortement allergisant. L’utilisation des antioxydants synthétiques tels que le
hydroxyanisole butylé (BHA) et le hydroxytoluene butylé (BHT) dans les industries
agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique, est actuellement remise en question en raison
des risques toxicologiques de ces deux composés. Ces antioxydants sont suspectés a long

terme d’effets tératogénes, mutagenes et cancérigenes.
1.2.9. Antioxydants naturels

Les plantes médicinales sont une source importante d'antioxydants. Les antioxydants naturels
augmentent la capacité antioxydante du plasma et réduisent le risque de certaines maladies
comme le cancer, les maladies cardiaques et les accidents vasculaires cérébraux. Les
métabolites secondaires tels que les phénoliques et les flavonoides provenant des plantes ont

été signalés comme étant de puissants piéges a radicaux libres.



Ils se trouvent dans toutes les parties des plantes, telles que les feuilles, les fruits, les graines,
les racines et I'écorce. Il existe une grande variété d'antioxydants naturels qui sont différents
dans leur composition, propriétés physiques et chimiques, mécanisme et site d'action (Nagar
etal., 2017).

1.2.10. Mécanisme d’action des antioxydants

Deux mécanismes principaux d'action ont été proposés pour les antioxydants (Lobo et al.,
2010). Le premier est un mécanisme de rupture de chaine par lequel I'antioxydant primaire
donne un électron au radical libre présent dans le systéme. Le second mecanisme implique
I'élimination des ERO / initiateurs d'espéces réactives d'azote (antioxydants secondaires) par
trempage de la chaine d'initiation du catalyseur. Les antioxydants peuvent également exercer
leur effet sur les systémes biologiques par d'autres mécanismes qui peuvent inclure le don
d'électrons, la chélation des ions métalliques, les co-antioxydants ou la régulation de

I'expression des génes (Krinsky, 1992 ; Lobo et al., 2010 ; Nagar et al., 2017)
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L’échec des traitements pharmaceutiques conventionnels et la .3forte incidence des effets
secondaires qui leur sont associés ainsi que la difficulté d’acceés et le colt élevé des
médicaments dans certains pays expliquent le recours de plus en plus a la médecine naturelle
pour se soigner. Ainsi, la troisieme partie est consacrée a 1’étude du grenadier, Punica
granatum, plante native de I’Himalaya et cultivée depuis des si¢cles dans les régions
méditerranéennes en étayant ses aspects ethnobotaniques et phytochimiques ainsi que ses

vertus thérapeutiques particuliérement ses activités anti-inflammatoires et antioxydantes.
I. 3. Généralités sur I’espéce Punica granatum L. et de son fruit, la grenade.
1.3.1. Historique du grenadier

Le grenadier, Punica granatum, anciennement connu et apprécié de toutes les civilisations par
sa beauté et la jutosité de son fruit antique doté de riches applications ethno-médicales (Shah
etal., 2011 ; Chadli et al., 2015).

Les fruits du grenadier, avec leurs graines, écorces, fleurs et jus, ont été consommes durant
des milliers d’années, en tant que nourriture et remédes (Holland et al., 2009 ; Smith, 2014).
Il est présent dans les anciens textes grecs, égyptiens, les textes bibliques, le Coran et dans les

traditions populaires des différents pays bordant la Méditerranée.

Dans la Grece antique, Perséphone, fille de Zeus et de Déméter, est enlevée par Hades et pris
dans la pegre. Aprés une longue période de jeline, Perséphone mange sept graines d’une
grenade du jardin des enfers. Ayant go(té la nourriture des morts, elle se condamne a devenir
reine des enfers, et a passer six mois de I’année en ces lieux et six mois sur terre, reproduisant
ainsi le cycle des saisons, 1’alternance de 1’été et de I’hiver. L’ingestion des graines de

grenade ne conduit pas a la fertilité, mais a la stérilité cyclique (Ruis, 2015).

En Egypte, la grenade était considéréee comme le fruit des dieux. Le symbole de la fertilité et

de la richesse, en raison de 1’abondance de ses graines et de sa forme ronde (Ruis, 2015).

Les grenades étaient aussi un symbole commun de la fertilité dans les rites des mariages
bédouins, chinois, grecs, indiens, perses et romains, entre autres. Dans la tradition bouddhiste,
la grenade est I'un des trois abondances, de méme que la péche et la main de Buddha, et elle

représente l'abondance de la progéniture.



Dans le saint coran, les fruits comme le raisin, la datte, la figue, I’olive et la grenade sont des

cadeaux et des fruits célestes de Dieu.
1.3.2. Présentation du grenadier
1.3.2.1. Etymologie

Le grenadier a d’abord été connu sous deux appellations latine ; Malum granatum, qui
signifie pomme a grains et Malum punicum qui signifie pomme de Phénicie (Stover et
Mercure, 2007 ; Holland et al., 2009; Haque et al., 2015 ).

Plus tard, le naturaliste Carl Von Linné nomma le grenadier, Punica granatum (Ashton,
2006) dont le qualificatif générique Punica fait allusion a la ville de Carthage, ville ancienne
dans la banlieue nord de la Tunisie ou poussaient les meilleurs grenadiers. Et celui spécifique
granatum, signifie granuleux faisant référence a la multiplicité des grains contenus dans le
fruit (Stover et Mercure, 2007 ; Wald, 2009).

Pour les peuples de ’antiquité, le grenadier avait des noms divers ;

« Dulim ou dulima » des Perses (Soni et al., 2012),

« Anar, anardanax» des Hindous (Chaudhari et al., 2014),

« Roia, roa ou kodon» des Grecs (Valero et al., 2015),

« Inhmn ou nhman » des Egyptiens (Goor, 1967),

« Rimmon » des Hébreux (Goor, 1967),

« Rumman » des arabes (Stover et Mercure, 2007) ;

« Thar’mant » (Kanoun et al., 2014) ou « Taroumant » des berberes (Quezal et
Santa, 1963).

1.3.2.2. Description botanique
a) Aspect général

Le grenadier forme naturellement un arbrisseau ou un sous-arbrisseau (Faria et Calhau,
2010). Un arbre adulte peut atteindre entre 5 et 10m de haut, touffu (Hollande et al., 2009),
trés ramifié depuis la base du tronc et il est plus ou moins épineux (Figure 6, A). Le tronc est

tortueux, a écorce grisatre qui se ramifie en branches irregulieres, légerement épineuses au



sommet. Généralement, sa durée de vie est extrémement longue (Morton, 1987 in Fawole et
Opara, 2013).

b) Feuilles

Punica granatum est une espéce a feuilles caduques (Hollande et al., 2009). Elles sont de
forme oblongues, opposées ou sous opposees, luisantes, étroites, entiéres et non stipulées, de
3 & 7cm de long et de 2cm de large selon les cultivars (Hmid, 2013). Au stade juvénile, les
feuilles sont de couleur rougeéatre puis a la maturité, elles deviennent verdatres (Teixeira da
Silva et al., 2013 ; Hollande et al.,2009 ; Ashton, 2006).

Pande et Akoh (2016), rapportent que la plupart des variétés de grenadier ont des feuilles en
paires traversant alternativement a angle droit, alors que certaines variétés peuvent avoir trois
feuilles par noeud (disposés a 120°) et méme quatre feuilles par noeud (deux feuilles opposées

par nceud).
c) Fleurs

A maturité, les fleurs sont d’un rouge éclatant, pourpre ou grenat selon les variétés mesurant
3cm de diametre et ayant cing a huit pétales, souvent davantage sur les plantes cultivées
(Figure 6, B). Leur nombre est généralement I’équivalent du nombre de sépales d’aprés les
auteurs Pande et Akoh (2016), Hmid (2013), Teixeira da Silva et al. (2013), Hollande et
al. (2009).

D’aspect froissé et portées par un court pédoncule. Elles se trouvent soit, solitaires a 1’aisselle
des feuilles ou réunies par groupe de deux ou trois au sommet des branches (Hollande et al.,
2009 ; Ashton, 2006).

Le grenadier est une espéce monoique qui développe sur le méme arbre, des fleurs
hermaphrodites fertiles en formes de vase et des fleurs males stériles avec des styles tres

courts et des ovaires atrophiées en forme de cloche (Melgarejo et Salazar, 2003).

La période de floraison est variable en fonction des variétés et des conditions géographiques.
Elle se produit généralement entre Mars-Auvril et Juin- aout. Elle dure jusqu’a 10- 12 semaines
(Fawole et Opara, 2013 ; Hmid, 2013)



d) Fruits

Le fruit du grenadier, la grenade (Figure 6, D), est un balauste, baie complexe (Chakass et
al., 2007) presque ronde et charnue de la taille d’une pomme ou d’une orange. Elle mesure
entre 6 et 12 cm de large alors que le poids varie entre 200 et 650 grammes (Holland et al.,
2009; Pande et Akoh, 2016 ).

Le péricarpe du fruit est une coque épaisse, de consistance dure, de saveur amere et

astringente qui varie selon les cultivars poussant dans différentes régions du monde.

Il est tres coloré, généralement de teinte brun-rougeatre (Chakass et al., 2007) ou rouge Vvif,
peut, selon les variétés, avoir une peau lisse de teinte blanc-jaunatre, ou jaune foncé marbré de
rouge ou encore violet trés foncé de 1’extérieur et d’un beau jaune a ’intérieur du fruit. Erken
et Kader (2011), indiquent qu’il existe plusieurs cultivars exceptionnels avec des écorces de

fruits de couleur noire.

La baie renferme de nombreuses graines angulaires ou arilles (Figure 6, E). Le fruit contient
en moyenne 600 graines pulpeuses, contenues dans des loges, séparées par des cloisons
ténues et nombreuses (Evreinoff, 1957). Toutes ces graines de couleur rouge et de teinte
variable possédent un mésocarpe charnu et gélatineux, acidulé et sucré, représentant la partie
comestible du fruit. Ces graines peuvent étre classées d’aprés leurs qualités gustatives en trois
groupes : Acide (acidité supérieur a 2%), sucré-acide (acidité entre 1 et 2%) et sucré (acidité
inférieure a 1%), ce dernier présentant parfois des graines a téguments entierement charnus.
Communément ces caractéres sont considéres comme definissant trois variétés de la méme

espece.

Toutefois, les arilles varient par la taille alors que les graines varient par leur dureté entre les
différentes variétés. Les variétés connues sans pépins contiennent réellement des graines
tendres (Hollande et al., 2009).
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Figure 06 : Les différentes parties du grenadier. (A) ’arbre du grenadier. (B) bourgeon floral
(C) fleurs du grenadier (D) les grenades (E) I’intérieur d’une grenade montrant la membrane,

le mésocarpe et les arilles. (Originale, 2015)
1.3.2.3. Systématique

En botanique, il existe plusieurs systéemes de classification, la classification traditionnelle

étant a distinguer de la classification APG (Angiosperm Phylogeny group).
Punica granatum n’appartient pas a la méme famille selon le systéme de classification utilisé.
a) Classification de Linné

En 1753, le grenadier a été classé par Carl VVon Linné (1707-1778) comme suit :

Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Myrtales

Famille : Punicaceae



Genre : Punica

Espeéce : Punica granatum

La famille des Punicaceae, d’aprés Melgarejo et Martinez (1992) ; Rana et al. (2010), est
une famille monogénérique, c’est-a-dire qui contient un seul genre Punica. Ce dernier est
représenté uniquement par deux especes. D’une part, Punica granatum, et d’autre part,
Punica protopunica, espéce endémique recensé sur 1’ile de Socotra au Yémen. Tandis que
Punica nana est traitée comme étant la troisieme espéce du genre Punica (Teixeira da silva
etal., 2013).

Cette famille (Punicaceae) constitue avec la famille des Myrtaceae, Lythraceae,
Sonneratiaceae et celle des Melastomataceae, une relation phylogénétique étroite. A un
certain moment, cette proximité est devenue la raison de la mise en relation consécutive du

genre Punica L. avec certaines de ces familles (Myrtaceae, Lythraceae, Sonneratiaceae).
e) Classification APG I11 (2009)

Il s’agit de la troisieme version de la classification moléculaire et cladistique des
Angiospermes, c’est-a-dire des plantes a graines, établi par 1’Angiosperms Phylogeny Group,
version revisitée de la classification APG de 1998 et APG Il de 2003. Plus récente, cette
classification réorganise le régne végétal en fonction des critéres moléculaires, s’intéressant

essentiellement & I’ADN de deux génes chloroplastiques et un géne nucléaire du ribosome.

La classification APG 111 (2009) situe le grenadier comme suit :

Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées

Ordre X Myrtales

Famille : Lythraceae

Genre X Punica

Espéce : Punica granatum



1.3.3. Origine et aires de répartition du grenadier

Punica granatum L. est I’'une des plus anciennes espéces d’arbres fruitiers cultivées ainsi que
le figuier, ’olivier, le palmier dattier et la vigne (Chandra et al., 2010). Poussant de facon
spontanée depuis plus de 4000 ans en Asie centrale, elle serait originaire de la perse
(aujourd’hui I’Iran). Elle a été d’abord domestiqué dans la région Transcaucasie-Caspienne et
la Turquie dans 1’ere néolithique. Par la suite, dans I’Egypte ancienne, la Grece et la péninsule

italienne (Levin, 2006 ; Chandra et al., 2010 ; Ben Abdennebi, 2012).

Aujourd’hui, sa culture s’est propagée a travers le monde dans les zones subtropicales et
tropicales en s’adaptant a des conditions climatiques variables et en indiquant ainsi, sa
flexibilité, son adaptabilité et un large éventail de la diversité génétique (Teixeira da Silva et
al., 2013).

Le grenadier est cultivé principalement en Iran, en Afghanistan, en Inde, en chine et dans les
pays du bassin méditerranéen (Tunisie, la Turquie, ’Egypte, I'Espagne et le Maroc) et
notamment en Algérie. Toutefois, les plus importants producteurs de grenades sont les pays
d’Orient dont I’Iran (production annuelle de 665000 tonnes), la Turquie, 1’Inde mais aussi
dans la zone méditerranéenne la Tunisie, le Maroc et ’Espagne qui est le principal pays
producteur et exportateur de grenades de I'Union européenne (Carbonell — Barrachina et al.,
2012 ; Melgarejo-Sanchez et al., 2015). Aux Etats-Unis et plus particuliérement en

Californie, la culture de la grenade est également trés développée (Lansky et Newman, 2007)

La grande diversité de cette espece est évidente dans différents pays. En fait, I’Espagne abrite
la banque de matériel génétique en Europe avec plus de 104 variétés alors que la plus riche est
celle du Turkménistan, ou il y a la station expérimentale de ressources phytogénétiques, créée
en 1934, avec 1117 variétés (Mars, 1998 in Hmid, 2013).

1.3.4. Phytochimie de P. granatum

Le grenadier a été utilisé depuis longtemps dans la médecine populaire de nombreuses
cultures pour la valeur nutritionnelle de ses fruits, les propriétés thérapeutiques des différentes

parties de ’arbre, et son utilisation comme plante ornementale (Chauhan et Kanwar, 2012).

En fait, au cours de ces dernieres années, le nombre de publications scientifiques liées aux

propriétés bénéfiques du grenadier pour la santé, a considérablement augmenté fournissant



ainsi une base scientifique pour certaines utilisations en médecine traditionnelle (Valero et
al., 2015).

Ces recherches indiquent que parmi un grand nombre de composés phytochimiques présents

dans le fruit, les polyphénols, sont responsables de ces effets thérapeutiques.

En effet, la grenade constitue une source riche en deux types de composés phénoliques; d’une
part, les anthocyanes tels que la delphinidine, cyanidine, pélargonidine-3-glucoside et le 3,5-
diglucoside qui sont responsables de la couleur rouge du fruit et du jus. D’autre part, les
tanins hydrolysables tels que punicaline, pédunculagine, punicalagine, acide gallagique et
I’acide ellagique, qui représentent ainsi 92% de 1’activité antioxydante du fruit entier (Gil et
al., 2000 ; Mena et al., 2011). Rajoutant a cela d’autres composés tels que les alcaloides, les
flavonoides ainsi que la présence des sucres, des acides organiques (notamment, l'acide
citrique, malique, tartrique, succinique, fumarique et ascorbique), des acides amines, des
stéroides et des sels minéraux tels que le calcium, le magnésium, le phosphore, le potassium
et le sodium ; selon les différentes parties de la plante a savoir ; les écorces, les arilles, les
graines, les feuilles, les fleurs et le jus de fruit (Lansky et Newman, 2007 ; Shaygannia et
al., 2016 ; Rahmani et al., 2017).

En outre, la composition chimique du grenadier dépend du cultivar, de la région de culture,
des conditions pédoclimatiques, du stade de maturité du fruit et des pratiques culturales
(Sreekumar et al., 2014 ; Pande et Akoh, 2016)

1.3.5. Propriétés pharmacologiques

Toutes les parties du fruit du grenadier semblent avoir des propriétés thérapeutiques (Tableau
02). Certaines études rapportent que 1’écorce, les racines, les feuilles, les fleurs et le tronc ont
des effets médicinaux bénéfiques sur certaines pathologies, principalement dans la prévention
et le traitement du cancer par l'inhibition des facteurs pro-inflammatoires et les initiateurs de
la tumeur et réduisent également la prolifération cellulaire (Akpinar-Bayizit et al., 2012), les
maladies cardiovasculaires (effet anti-athérogéne) (Holland et al., 2009 ; Akpinar-Bayizit
et al., 2012), le diabete (Sreekumar et al., 2014), la maladie d’Alzheimer (Jurenka et al.,
2008), le Sida (Lee et Watson, 1998 ; Neurath et al., 2004), la dysfonction érectile ainsi que
des propriétés oestrogéniques (Ahmed et al., 2013).



En médecine Ayurvedique, le grenadier est considéré comme « une pharmacie en soi », il est
utilisé pour soigner les maladies gastro-intestinales et les affections parasitaires. L’écorce et
les racines sont utilisées traditionnellement pour traiter la dysenterie, les diarrhées, les ulcéres
et pour traiter les aphtes buccaux. Ils sont connus aussi pour leurs propriétés astringentes,
vermifuges et anthelminthiques (Lansky et Newman, 2007 ; Ben Abdennebi, 2012 ;
Bhowmik et al., 2013).

Drailleurs, les auteurs Nagaraju et Rao (1990) de I’Inde, Boukef et al. (1982) de Tunisie, et
Caceres et al. (1987) du Guatemala, indiquent que les écorces séchées étaient consommées
en decoction dans de I'eau pour les mémes affections citées précédemment. Des mélanges de
pépins, jus et d’écorce de grenade ont paradoxalement montré des effets contraceptifs (Gujral
et al. 1960).

Dans la médecine Unani, les fleurs de cette plante servaient de remede pour le diabete
mellitus (Saxena and Vikram 2004). Plusieurs infusions ou décoctions des fleurs de la plante
ont été utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée simple et les pertes

vaginales (Shaygannia et al., 2016).

Par ailleurs, certaines études démontrent I’efficacité du jus et des polyphénoles présents dans
le fruit du grenadier contre les infections virales d’origine alimentaires ainsi qu’un potentiel
pour la prévention ou la réduction des infections a norovirus humains (Su et al., 2010). Le jus
rafraichissant du fruit de Punica granatum L. est recommandé pour guérir les maladies de la
vesicule biliaire. Le fruit contient un tannin fort considéré comme une nutrition ameére
(Shaygannia et al., 2016).

Al-Zoreky (2009) a rapporté que 80% de I’extrait méthanolique de 1’écorce du fruit est un
puissant inhibiteur de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Echerichia Coli et

Yersinia enterocolitica.

Quant a Albrecht et al. (2004) ont montré que I'huile des pépins de grenade, ainsi que les
polyphénols présents dans le péricarpe et du jus fermenté supprimerait la prolifération et
I'invasion de plusieurs cellules cancéreuses de la prostate. I'huile de pépins de grenade
a un potentiel comme agent de chimioprévention topique contre le cancer de la peau,

principalement en raison de sa haute teneur en acide punicique (Hora et al., 2003).



L'huile extraite de grenade peut efficacement interdire la production de prostaglandine ou de
leucotriéne par inhibition des enzymes eicosanoides de la cycloxygénase et de la lipoxygénase
de sorte qu'elle peut augmenter I'application de I'huile ou de ses dérivés comme substances

anti-inflammatoires internes ou externes (Schubert et al., 1999).

Toutefois, ces activités thérapeutiques sont attribuées a différents mécanismes. Elles ont ainsi
été investigués a grande échelle tant dans les modeéles in vitro qu’in vivo, cependant les études
chez ’homme restent peu nombreuses. La plupart des recherches se sont concentrées sur les

propriétés antioxydantes, anti-carcinogeniques, anti-inflammatoires et antidiabétiques du

grenadier.

Tableau 02 : Propriétés pharmacologiques des différentes parties du grenadier.

Pa;tlfnctis la Activité / effet Résultats de I’étude Références
Jus
Amélioration de | La consommation de jus a montré une | (Turketal.,
la mobilité des | augmentation de la concentration de 2008)
spermatozoides | spermatozoides dans 1’épididyme, de la
mobilité des spermatozoides et de la
densité des cellules spermatogenes.
Jus Amélioration de | L’apport de jus de grenade a long terme | (Azadzoi et
la dysfonction | augmente le débit sanguin intracaverneux al., 2005)
érectile et améliore la réponse érectile
Feuilles antidiabétique | L’extrait éthanolique des feuilles a montré | (Das et
un effet antidiabétique remarquable Barman,
2012)
Feuilleset | Antidiabétique, | Les feuilles et I'extrait de pelure de P.| (Kartiket
écorces hypolipédimique | granatum possedent des propriétés anti- al., 2015)
et antioxydant | diabétiques, hypolipédimiques et
antioxydantes significatives




Graines et

écorces

Antidiabétique

L'extrait des graines et d’écorces a montré
une réduction de l'augmentation de la
glycémie induite par l'alloxane. L’extrait
d’écorce a présent¢ une activité
significativement meilleure que I'extrait de

graines.

(Das et
Sama, 2009)

Supplément
de grenade

Neuro-

protecteur

Les enzymes liées & la membrane ont été
modifiées dans les régions du cerveau de
souris Tg2576 traitées avec un régime
témoin, et la supplémentation en grenade
rétablit les activités des enzymes a des
niveaux comparables aux valeurs notées

dans les contréles

(Braidy et
al., 2013)

Ecorces

Protection
contre la

néphrotoxicité

L'administration d’écorce de fruits a
montré une amélioration notable des

anomalies liées a la néphrotoxicité.

(El-Habib,
2013)

fleurs

Protection
contre la

néphrotoxicité

L'extrait des fleurs du grenadier a un role
protecteur et améliore la néphrotoxicité

induite par la gentamicine

(El-Daly,
2016)
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Etude phytochimique du fruit de
Punica granatum L.




I1.1. Matériel végétal
11.1.1. Choix de la plante et localisation géographique
La plante utilisée dans le cadre du travail est Punica granatum L. variété Doux de Messaad.

Ce choix est basé sur le fait qu’elle soit une variété locale.

L’identification de la plante est confirmée par la comparaison de nos échantillons avec ceux
de I’herbier de 1’Ecole nationale supérieure d’agronomie (ENSA) ex INA, El Harrach (Alger)

ou un specimen de référence a été déposé.
Une partie de la plante a été ¢tudiée, les fruits, récoltés au mois d’Octobre 2014 au troisiéme

stade de maturation. Dans un verger de la commune de Beni Tamou, la Wilaya de Blida. La

situation géographique de la station expérimentale est représentée dans la figure ci-dessous.
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Figure 07 : Station de récolte du grenadier étudié (Google maps, 2018)

11.1.2. Collecte du matériel végétal
Nous avons récolté (15kg) de fruits au hasard de chacune des quatre orientations

géographiques des arbres, tout en évitant les fruits les plus exposés au soleil et aussi ceux qui

existent carrément en bas de ’arbre.



Aprés la récolte, les fruits sont immeédiatement et soigneusement conservés dans un

réfrigérateur a une température de 4°C, jusqu’au délai des analyses.
11.1.3. Critéres pomologiques des grenades

Les fruits une fois récoltés, ont été soumis a un nettoyage a la main afin d’éliminer toute trace
de poussiére. Une fois le poids moyen (PM) de chaque fruit est déterminé, les grenades sont
pelées manuellement puis les écorces et les arilles sont pesés séparément, pour déterminer le

taux des arilles (RA) et des écorces (RE).

Le rendement en arilles (RA) et en écorces (RE) est calculé par les deux formules suivantes
(Radunic et al., 2015) :

Poids des arilles (g) X 100

RA% =
o Poids du fruit entier (g)

Poids des ecorces (g) x 100

RE% =
% Poids des fruits (g)

11.1.3.1. Extraction du jus de fruit de Punica granatum

Le jus extrait a partir des arilles est quantifié afin de déterminer le rendement. Il est calculé
par la relation suivante (Hmid et al., 2013) :

PJ x 100
PA

R] % =
PJ : poids en (g) du jus extrait a partir des arilles.
PA : poids en (g) des arilles soumis a I’extraction.
11.1.3.2. Caractérisation chimique du jus frais de grenades

a) Mesure du pH

L’¢lectrode du pH-métre est plongée dans un bécher contenant 20ml d’échantillon a 20°C

L’opération est répétée trois fois. Le pH a été mesuré suivant la méthode de Hmid (2013).



b) Détermination de I’acidité titrable

L’acidité titrable (AT) représente I’ensemble des acides organiques du jus, tels que les acides
citrique, malique et tartrique. Elle est déterminée par titrage du jus par une solution titrée
d’hydroxyde de sodium NaOH a 0.1 N, préparée par dissolution de 4g d’NaOH dans un litre

d’eau distillée.

Nous avons procedé au titrage par méthode potentiométrique, en utilisant un potentiomeétre de
type Mettler-Toledo T50 dont le point final du titrage est reperé par pH-meétre (Norme
Européenne EN 12147,1996).

Le calcul du taux d’acidité titrable de jus, se fait en utilisant la relation suivante :

V X (MxX0,1N) X f x 100
m

AT% =

V : Volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de sodium.
M : Masse molaire de 1’acide citrique (192,43).

N : normalité de I’hydroxyde de sodium.

f: facteur de correction.

m : masse, en milligramme, de 1’échantillon.

c) Détermination du taux des solides solubles

Le taux de solides solubles (TSS), exprimé en degré Brix, est déterminé a I’aide d’un
réfractométre a 20° C. Une goutte de jus de fruit a été mise sur la plaque du refractométre
préalablement nettoyé et séché avec 1’eau distillée. Le degré Brix a été lu directement sur
I’échelle a I’intersection de la limite entre la frange claire et la frange foncée (OCDE, 2005).

Trois déterminations sont effectuées sur le méme échantillon analysé.

d) Indice de maturité

L’indice de maturité¢ (IM) est donné par le rapport entre le degré Brix et I’acidité du jus
(TSS/AT).

11.1.4. Préparation des extraits bruts



Les fruits ont été soumis a un pelage manuel. Les ecorces sont mises aux conditions de
séchages a 1’abri de la lumicre et de I’humidité, a une température ambiante pendant 3

semaines afin de préserver au maximum I’intégrité¢ des molécules.
(380,400) de poudre d’écorce grossiérement broyées dans un moulin électrique ont été pesées.
11.1.4.1 Extraction a chaud par les solvants organiques a polarité croissante

Consiste a une extraction par épuisement successif de la poudre d’écorce a 1’aide de solvants
de polarité croissante tout en utilisant le dispositif de Soxhlet. Pour ce faire, les solvants
suivant ont eté utilisés ; 1’éther de pétrole, le chloroforme, le chloroforme- Méthanol (9 :1;

v/v) et le Méthanol.

La matiére végétale (380,409), est introduite dans du papier Wattman préparé sous forme de
cartouche placée dans I’appareil de Soxhlet. Ce dispositif est surmonté d’un réfrigérant et
porté par un ballon contenant le solvant d’extraction (1500 ml). Une série de plusieurs
siphonages a permis I’extraction jusqu’a épuisement de la poudre par chacun des solvants

utilisés.

Par la suite, les extraits ont été filtrées a travers un papier filtre, et les filtrats ont été évaporé

sous vide a 40°C, dans un évaporateur rotatif (BUCHI Rotavapor® R-215).

Le marc a été séché a sec sous la haute pendant 2 jours, puis conservé dans une boite en verre
hermétiquement fermée et envelopper de papier aluminium afin qu’il soit a I’abri de la
lumiere pour une utilisation ultérieur. Les extraits secs ont été conservés, a 4°C (Abdel
Moneim, 2011).
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Figure 08 : Schéma d’extraction par les solvants organiques de la poudre d’écorces de Punica

granatum L.
11.1.4.2. Préparation de I’extrait aqueux

Nous avons procédé a une décoction aqueuse pour 1’obtention de I’extrait aqueux suivant le
protocole de Kadi et al. (2011) ; Kanoun et al. (2014). Cinquante grammes (50 g) de matiére

seche (Marc) ont été mis en décoction dans un ballon contenant 500 ml d’eau distillée

La décoction a eté maintenue sous reflux continu pendant 06 heures. Au terme de cette

opération, le décocté obtenu apres refroidissement a été filtré avec du papier Whatman n°1.

Le filtrat a été conservé dans des bouteilles de stockage ambrées a - 4°C pour étre lyophiliser.

11.1.4.2.1. Lyophilisation de I’extrait aqueux



La réalisation de cette étape a eté effectuée au niveau du laboratoire de recherche de
Conservation et Valorisation des Ressources Marines (CVRM) de [I'Ecole nationale

supérieure des sciences de la mer et aménagement du littoral (ENSSMAL), sise a Sidi Frej.

La lyophilisation est une technique permettant la déshydratation de I'échantillon congelé par
sublimation a basse température (-55°C) et sous vide (0,1 bar) pendant 48 heures. Au bout de
24 h les échantillons sont retirés du lyophilisateur pour étre remués a l'aide d'une spatule en

acier inoxydable afin de permettre leur déshydratation compléte.
11.1.5. Analyse qualitative

Notre travail a été réalise au niveau du laboratoire de chimie analytique
du Centre de Recherche etde Développement (CRD)- Groupe SAIDAL, EI-Mouhamadia-
Alger.

Nous avons caractérisé les différents groupes chimiques en nous référant aux techniques

décrites par plusieurs auteurs (Harborne, 1998; Kokate, 2005; Roopalatha et Nair, 2013):
11.1.5.1. Préparation des solutions meres

Pour chague extrait une solution est préparée a une concentration de 1% (P/V) en utilisant
I'éther de pétrole (EEP), le chloroforme (EC), le chloroforme-Méthanol (9 :1 V/V) (ECM), le
Méthanol (EM) et I’cau distillée (EA) respectivement (Roopalatha et Nair, 2013).

11.1.5.2. Caractérisation des principaux constituants chimiques

a) Tanins

- Test du chlorure ferrique

0,5g de chaque extrait sec est dissous dans 10 ml d’eau distillée bouillante. La solution est

filtrée. A 1ml du filtrat, quelques gouttes d’une solution de Fe Cl; a 6% sont rajoutées.

La réaction donne une coloration bleu-noir en présence des tanins (Qnais et al., 2007 in
Hajoori et al., 2014).

- Test de gélatine salée



Quatre a cing gouttes de gélatine salée (gélatine aqueuse a 1% mélangée a une solution de
chlorure de sodium a 10%) sont versées dans 1 ml d’extrait. La formation d’un précipité blanc

indigue la présence de tanins condensés de type pyrogallique (Roopalatha et Nair, 2013).

b) Alcaloides
- Test de Dragendorff

0,5g d’extrait sec sont dissout dans Sml d’une solution d’HCI a 1%, le mélange est maintenu
dans un bain-marie pendant 2min. La solution est filtrée (Wagner et Bladt, 1996 in Hajoori
et al., 2014).

Dans un tube, quatre a cing gouttes de réactif de Dragendorff sont ajoutées a 1ml du filtrat.
L’apparition d’une précipitation ou d’une floculation dans I’extrait aprés addition du réactif

indigue la présence des alcaloides.

c) Flavonoides

- Test d’acétate de plomb
Quelques gouttes d’une solution de 10% d’acétate de plomb ajoutées & 1 ml de la solution
d’essai ont donné lieu a la formation d’un précipité jaune confirmant la présence des

flavonoides (Bhandary et al., 2012).

d) Phytostéroles

- Test de Libermann-Burchard

La méthode Libermann-Burchard a été utilisée comme décrit par Roopalatha et Nair (2013)
avec certaines modifications. 1 ml de la solution de chaque extrait est additionné d’1 ml de
solution d’anhydride acétique. Aprés une légere agitation, le mélange est chauffé jusqu’a
¢ébullition. Une fois refroidit, 1 ml d’H, SO, concentré est ajouté le long de la paroi du tube

incliné.

Aprés une heure, ’apparition d’un anneau brun- rouge a la jonction, alors que le virage au
vert foncé de la phase supérieure (phase aqueuse), traduit la présence des phytostéroles dans

I’extrait a tester.

e) Stéroides et tritérpénoides
- Test de Salkowski



(2 mg) d'extrait sec a eté dissout avec 1 ml de chloroforme et 1 ml d'acide sulfurique
concentré ont été ajoutés le long du c6té du tube a essai. Une couleur brun rougeéatre formée a
I'interface indique que le test est positif pour tritérpénoides et les stéroides (Agarwal et al.,
2011 in Hajoori et al., 2014) .

f) Carbohydrates
- Test de Fehling

Dissoudre 2 mg d'extrait sec dans 1 ml d'eau distillée et 1 ml supplémentaire de (solution A +
B) du réactif de Fehling. Le mélange est agité puis chauffé dans un bain-marie pendant 10

minutes. Le précipité rouge brique formé confirme le test (Roopalatha et Nair, 2013).
- Test de Molish

A 1 ml de solution d'essai sont ajoutées quelques gouttes de 1% d'alpha-naphtol et 2-3 ml
d'acide sulfurique concentré le long du c6té du tube a essai. La formation d’un anneau violet
rougedtre ou violet a la jonction de deux liquides confirme le test (Roopalatha et Nair,
2013).

g) Glycosides cardiotoniques
- Test de Keller —Killiani

0,4 ml d'acide acétique glacial et quelques gouttes de solution de chlorure ferrique a 5% sont
ajoutés a un peu d'extrait sec. Auxquels, 0,5 ml d'acide sulfurique concentré sont ajoutés le

long du tube a essai avec soin.

Un anneau brun obtenu a l'interphase indique la présence des désoxy-sucres. Tandis que, la
formation d’une couleur bleu dans la couche d'acide acétique confirme le test (Bhandary et
al., 2012 in Hajoori et al., 2014 ; Roopalatha et Nair, 2013)

h) Glycosides d’anthraquinones

- Test d’hydroxyanthraquinone



A 1 ml de l'extrait, ajouter quelques gouttes de solution d’hydroxyde de potassium a 10%. La
formation de couleur rouge confirme le test (Roopalatha et Nair, 2013).

i) Acides aminés

- Test a la ninhydrine

Afin de détecter les acides aminés libres, 1ml de solution de ninhydrine de 0,2% est ajouté a
Iml de la solution d'extrait et mis a ébullition. La formation de couleur pourpre indique un
résultat positif (Bhandary et al., 2012 in Hajoori et al.,2014).

j) Protéines
- Test de Biuret

A 2 ml de la solution d'essai, cing gouttes de solution de sulfate de cuivre a 1% et 2 ml de
NaOH a 10% sont ajoutés. Aprés agitation, 1’apparition d’une couleur pourpre ou violette

confirme la présence des protéines (Roopalatha et Nair, 2013).
k) Saponines

5 ml de la solution d’extrait pris dans un tube & essai a été bien agité pendant cinq minutes. La
formation de mousse stable aprés 15min confirme le test (Bhandary et al., 2012 in Hajoori
etal., 2014 ; Nair et al., 2013).

I) Lipides et huiles fixes

A 1 ml de la solution d’échantillon, 1 ml de solution de sulfate de cuivre a 1% et quelques
gouttes d'hydroxyde de sodium a 10% sont ajoutés. La formation d'une solution bleu clair

confirme le test (Roopalatha et Nair, 2013).

11.1.6. Analyse quantitative

11..1. 6.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux



La teneur en composés phénoliques (TCP) des différents extraits obtenus a partir du fruit de
Punica granatum a été déterminée au moyen du réactif de Folin-ciocalteu suivant la méthode
de Singleton et Rossi (1965) in Hmid, 2013.

Les extraits secs d’écorce a savoir 1’extrait méthanolique et I’extrait aqueux ainsi que le jus

de grenadier ont été dilué dans un mélange méthanol —eau (6 :4 v /v).

300 pl de chaque extrait ou dilution, est mise dans un tube a essai en présence de 1.5 ml du
réactif de Folin-ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué). Apres agitation vigoureuse et un
repos de 8 min a 22°C, 1.2 ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium (Na,CO3) a
7.5% sont ajoutés. Aprés 30 min d’incubation & température ambiante et a 1’obscurité,

I'absorbance a été mesurée par un spectrophotomeétre (PerkinElmer Lambda 25 UV/Vis) a 760

nm.

Un blanc est préparé dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait par le mélange
méthanol —eau (6 :4 v /v). Les solutions des différents échantillons a doser et la gamme étalon

sont préparées de la méme maniere et dans les mémes conditions.

Les polyphénols totaux sont quantifiés en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire de la
forme y = a x + b réalisée en utilisant 1’acide gallique comme référence (20-200pug/ml). Les
résultats sont exprimés en équivalent acide gallique (EAG) (mg EAG/g d’extrait sec) et en
(EAG mg /L de jus).

11.1.6.2. Détermination de la teneur en flavonoides

La teneur totale en flavonoides totaux (TF) des extraits a été mesurée par spectrophotométrie
suivant la méthode de Quettier-Deleu et al. (2000) in Orak et al. (2012). Cette méthode est
basée sur la formation d’un complexe flavonoides-aluminium, ayant une absorption maximale
a430nm.

A Iml de chaque échantillon (préparé dans le méthanol) est ajouté a 1ml d’une solution
méthanolique de chlorure d’aluminium (AICI3) a 2%. Aprés incubation a température

ambiante pendant 15min, I’absorbance est lue a 430nm.

Une courbe d’étalonnage (y = a x + b) est établie séparément par la quercétine (2.5- 40ug/ml)

pour calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait.


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=13&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi289afv-bLAhVlQpoKHV9gA3EQFghlMAw&url=http%3A%2F%2Fcse.lmu.edu%2Fresearch%2Finstrumentsandfacilities%2Fperkinelmerlambda25uvvisspectrometer%2F&usg=AFQjCNFQSAAV_2FEBcWLoOBxKQudSIoh2w&sig2=Ptm8zHgHBJ3dOsXJSyqkbg

Les résultats du dosage sont exprimes en milligramme équivalent de quercétine (EQ) par

gramme d’extrait sec (mg EQ/g) et en milligramme par cent millilitre de jus (mg EQ/100ml).
11.1.6.3. Détermination de la teneur des tannins hydrolysables

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée par la méthode de Willis et Allen (1998)
modifié par Hmid (2013).

Une mixture d’un millilitre de chaque extrait de Punica granatum (préparé dans de 1’eau
distillée) et de 5 ml d’une solution aqueuse de KIO; a 2.5% sont mélangés a 1’aide d’un

vortex pendant dix secondes.

L’absorbance est obtenue aprés 4 min d’incubation a une température ambiante, et elle est

mesurée a 550 nm a ’aide d’un spectrophotométre (PerkinElmer Lambda 25 UV/Vis).

Une gamme de 6 concentrations d’acide tannique (AT) allant de 0.5a 2 mg/ml a été préparée
a partir d’une solution mere a 2 mg/ml dans les mémes conditions opératoires que les

échantillons.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide tannique par litre de jus et en mg par

gramme d’extrait sec.
11.1.6.4 Détermination de la teneur en tannins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode de la vanilline décrite par
Hagerman (2002).

Dans un erlenmeyer ,1 ml de I’échantillon (préparé dans le méthanol) est ajouté a Sml
du réactif d’analyse (2,5 ml de la solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 ml de la solution
du HCI a 8% (8 ml HCI complétés a 100 ml avec du méthanol)), le mélange est
vigoureusement agité. Aprés 1 min; 5ml de la solution HCI & 4% sont additionnée.

L’erlenmeyer est ensuite introduit au bain marie a 30°C et laissés pendant 20 min.
La lecture des absorbances est lue a 500 nm en respectant ’intervalle d’une minute.

Une courbe d’étalonnage établie par la catéchine servira a la quantification des tanins

condensés.
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La tencur en tanins condensés est exprimée en milligramme d’équivalent de catéchine

par gramme d’extrait (mg EC/g) et par L de jus frais ( mg EC/ L).
11.1.6.5. Détermination de la teneur en anthocyanes totaux

La composition en anthocyanine totaux (AT) est estimée par la méthode du pH différentielle
en utilisant deux tampons : tampon chlorure de potassium a pH 1.0 (0.025 M) et le tampon
acétate de sodium a pH 4.5 (0.4M) (Ozgen et al., 2008).

0.4 ml de chaque extrait est mélangé séparément avec 3.6 ml de chacun des deux tampons,
mesurer a 510nm et 700nm contre un blanc (eau distillée), ensuite 1’absorbance (Abs) est

calculée comme suit :

Abs = (Abssy9 — Abs7oo) pH,y (Abss19 — Abs700) pH, 5
Les anthocyanes totaux des échantillons, exprimés en milligramme d’équivalent cyanidine-3-
glycoside par L de Jus frais (mg ECG/ L) et par g d’extrait sec (EM, EA), sont calculées par

I’application de la formule suivante :

Abs X PM x FD x 100
CAM

Composition en anthocyanes totaux =

Abs : absorbance ;

PM : Poids moléculaire de la cyanidine-3-glycoside (449.2 g/moL) ;

FD : Facteur de dilution (10) ;

CAM : Coefficient d’absorption molaire de Cyanidine-3-glucoside (26.900).

11.1.6.6. Détermination du contenu en proanthocyanidines

La méthode de dosage des proanthocyanidines est réalisée suivant la procédure rapportée par
Lietal. (2006) ; Wang et al. (2011).

Une quantité de 0.05 g d'extraits séchés sont dissous dans 5 ml de méthanol, ou les filtrats
composés de 50 ml sont utilisés directement. Un volume de 1 ml de solution est mélange avec
3 ml d'une solution de vanilline-méthanol a 4% et 1.5 ml d'acide chlorhydrique. Le mélange

est laissé au repos pendant 15 min a température ambiante.



L'absorbance a 500 nm a eté mesurée et une courbe d’étalonnage (y = a x + b) est établie
séparément par la catéchine (0 — 0.08 mg/ml) pour calculer la concentration des

proanthocyanidines dans chaque extrait.

Les résultats sont exprimés en équivalents catéchine (EC, mg /g de masse seche) et en (EC
mg/L de JPG).

11.1.7. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante des extraits de Punica granatum

11.1.7.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) est un radical libre stable qui posséde une
coloration violette foncée, une fois réduit, il devient jaune pale. Cette derniere est due aux
molécules responsables du pouvoir antioxydant présent dans les extraits.

Cette capacité de céder les hydrogénes est mise en évidence par une méthode spectrométrique
en suivent la disparition de la couleur violette de la solution contenant le DPPH. Le pouvoir
antioxydant sera comparé par la suite avec des antioxydants de synthese a savoir
hydroxytoluene butylé (BHT), hydroxyanisole butylé (BHA), acide ascorbique (Vit C) et a-
tocophérol (Vit E).

L'activité antioxydante du jus brut et des extraits de Punica granatum a été évaluée en utilisant
la méthode de Cuendet et al. (1997) ; Burits et Bucar (2000).

» Préparation de la solution mere de DPPH

Le DPPH est solubilisé¢ dans 1’éthanol a raison de 4mg / 100ml, sous agitation magnétique

pendant une demi heure et a I’abri de la lumiere.

» Préparation de la solution mére et les dilutions des extraits

Comme premiére étape, nous avons préparé une solution mere a une concentration
0.5mg/ml en faisant dissoudre 2.5 mg de notre extrait dans 5ml de méthanol. Pour la
réalisation des différents tests, nous avons preparés cing dilutions a partir de la solution mere,
dosées a : 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml, 0.015 mg/ml, 0.008 mg/ml.

Dans des tubes secs, 1 ml de méthanol est rajouté, 1 ml de la solution mére (0.5mg/ml) est
rajouté au premier tube apres agitation au vortex, 1 ml de cette solution est prélevé et rajouté
au second tube constituant ainsi les différentes dilutions. Ou chacune des dilutions est

mélangée a 2 ml de la solution méthanolique de DPPH.



Aprés une période d’incubation de 30min a température du laboratoire et a I’obscurité ainsi

qu’a I’abri de 1’0, atmospheérique.

En parall¢le, des solutions méthanolique d’antioxydants de synthése (BHA) et I’acide

ascorbique ont été préparées dans les mémes conditions.

L’expérimentation a été effectuée en utilisant un spectrophotométre UV-VIS a longueur

d’onde de 517nm.
Le contrdle négatif contient uniquement la solution méthanolique de DPPH.

Les résultats obtenus sont exprimés par rapport a ceux obtenus pour les antioxydants de
références. Le pourcentage d’inhibition (% I) du radical DPPH par les extraits méthanoliques,
aqueux et le jus de fruit de Punica granatum est calculé comme suit :

AbsT — Abso E

% DPPH = AbsT x 100

Ou:
% DPPH : Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
Abs T : Absorbance du témoin (solution de DPPH —blanc) en (nm).
Abs E : Absorbance de I’échantillon.

= Calcul des concentrations inhibitrices (1Csp)

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1Cso ou concentration inhibitrice de 50%

qui est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH.
11.1.7.2. Méthode de réduction du Fer: FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antioxydant. L’activité réductrice
du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par Zhao et al. (2007) in Ali et
al. (2014), basée sur la réaction chimique de réduction du Fer (1) présent dans le complexe
KsFe(CN)s en Fe (II). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700nm. Une
augmentation de l’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (Hubert, 2006).

1ml de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé avec une solution tampon

phosphate (2.5ml, 200mM, pH 6.6) et 2.5ml d’une solution de ferricyanure de potassium



KsFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20min, puis refroidi a
une température ambiante. 2.5ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote 2.5ml de
surnageant est ajouté a 2.5 ml d’eau ultrapure et 500ul d’une solution aqueuse de chlorure de
Fer (FeCls, 6H,0) a 0.1% sont ajoutés au mélange. La lecture des absorbances se fait contre

un blanc a 700nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique aux méme concentrations et dans les mémes conditions opératoires que les

échantillons.
11.1.7.3. Méthode de décoloration du p-caroténe

Cette méthode consiste & mesurer la décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par
les produits de décomposition de I’acide linoléique. La dispersion de 1’acide linoléique et du
[-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du tween. L’oxydation de I’acide linoléique
est catalysée par la chaleur (50°C). L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits
végétaux induits un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe (Laguerre et al.,

2007 in El-Haci, 2015).

La capacité des extraits a inhiber la décoloration du p-caroténe a été déterminée selon
Ozsoy et al. (2008), 2mg de B-caroténe sont dissouts dans 10ml de chloroforme, puis 1ml de
cette solution est mélangé avec 20mg d’acide linol€ique purifié et 200mg de Tween 40.
Ensuite, le chloroforme est évaporeé sous pression réduite par évaporateur rotatif a 40°C et le

résidu obtenu est repris par 50ml d’eau ultra pure oxygénée.

Des tubes contenant 5Sml de cette émulsion sont préparés, pour lesquels, 200ul d’échantillons

ou d’antioxydants de référence (BHA) a différentes concentrations sont ajouteés.

Le mélange est bien agité et la lecture de 1’absorbance a 470nm se fait immédiatement a tg
contre un blanc qui contient I’émulsion sans la B-carotene. Les tubes couverts sont incubés a

50°C et la lecture de I’absorbance est effectuée apres 120min.

Un contréle négatif est réalisé en paralléle, comprenant Sml de 1’émulsion du B-carotene et

200ul d’éthanol.



Les résultats obtenus sont exprimés en termes de pourcentage d’inhibition de la décoloration

du p-carotene en employant la formule suivante :
% inhibition = [1- (Ao — At/ A% — A%)] * 100

Ao: Absorbance de 1’échantillon a tg
Ay Absorbance de 1’échantillon apres incubation de 120min.
A%: Absorbance du controle négatif a t,

Aot: Absorbance de 1’échantillon aprés incubation de 120min.

11.1.8. Etude statistique

Tous les échantillons ont ét¢ analysés en triple. L’analyse statistique a ét¢ réalisée en utilisant
le logiciel Statistica version 6.1 (StatSoft, Inc. USA, 2003).Les données sont exprimées en

moyenne + écart-type.



11.1.9. Résultats de I’étude phytochimique
11.1.9.1. Caractéristiques pomologiques

Les caractéristiques pomologiques du cultivar de grenadier étudié (Doux de Messaad), sont

présentées dans le tableau 03:

Tableau 03 : Caractéristiques pomologiques du grenadier cultivar Doux de Messaad.

Cultivar Poids moyens des Poids moyens des Poids moyens de
fruits (g) arilles (pulpe) () I’écorce (g)

DIEURTEE Yi2sseen 264.90 + 86.33 154.10 + 58.40 109.43 + 45.53

Nous constatons que le poids moyen des grenades du cultivar « Doux de Messaad » (DM)
était de 264.90g (Tableau 03), ceci les classent comme de moyenne taille selon les criteres
utilisés par Martinez et al. (2006), pour les cultivars espagnols. Notons également que le

poids moyen en arilles et en écorces est de 154.10 g et 109.43g, respectivement.
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Figure 09 : Rendement en arilles, écorces et en jus

Par ailleurs, la partie comestible du fruit de Punica granatum représente 58.17 % du poids
total, avec 79.99 % de jus. Alors que la partie non comestible représente 41.31 % du poids des
fruits (Figure 09).

11.1.9.2. Taux de solides solubles, de I’acidité titrable, pH et ’indice de maturité

Les résultats sont illustrés dans le tableau 04 :



Tableau 04 : Caractéristique chimique du jus de P. granatum var. Doux de Messaad

Acidité titrable ~ Taux de solides pH Indice de
(¢ ’EAC/ 100mI) solubles TSS maturite
(°Brix) (IM)
Jus var. Doux de
0.47 +0.08 27.50 + 3.04 412+0.02 58.95+8.52

Messaad

Les résultats obtenus montrent que la variété de grenadier étudiée « Doux de Messaad »
présente un taux de solubles solides important de 1’ordre de 27.50 °Brix et une acidité titrable

minimale (0.47%). Le pH est de 4.12 ce qui est confirmé par le goQt acide des fruits.

Dans le classement actuel des cultivars espagnols établis par Melgarejo (1993, 1998), nous
trouvons: cultivars doux (MI = 31-98), cultivars aigre-doux (MI = 17-24) et cultivars aigres
(M1 = 5-7). L'indice de maturité (TSS / TA) du cultivar évalué présenté dans le tableau

montre que le cultivar Doux de Messaad appartient a la premiére catégorie.

11.1.9.3. Rendement des extractions

Les écorces de grenade de la variété Doux de Messaad ont été soumis a une extraction en
utilisant différents solvants a polarité croissante, de 1’éther de pétrole, du chloroforme seul ou
en combinaison avec du méthanol, du méthanol et de 1’eau. Les résultats des rendements

d’extraction sont présentés dans la figure ci-dessus.
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Figure 10 : Rendements des extractions (en %) en utilisant différents solvants.

EEP : extrait éther de pétrole ; EC : extrait de chloroforme ; ECM : extrait de chloroforme-
méthanol ; EM : extrait méthanolique ; EA : extrait aqueux

Comme I’indique la figure 10, le pourcentage de rendement différait entre les extraits en

fonction du solvant d’extraction. L’eau et le méthanol ont produit les extraits les plus

concentrés avec les rendements les plus élevés (73.92 et 71.32 %, respectivement). Suivi de

loin par le chloroforme (1.48), le chloroforme- méthanol (1.44) et 1I’éther de pétrole (0.46),

donnant ainsi les moindres rendements. Cela peut s’expliquer par le fait que se sont des

solvants organiques trés volatils et utilisés juste pour dégraisser les drogues.
11.1.9.4. Analyse qualitative (Screening phytochimique)

Les phytoinvestigations de base des extraits pour leurs principaux constituants
(phytocomposeés) sont vitales car les principes actifs de nombreux médicaments sont ces

métabolites secondaires trouvés dans les plantes.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits sont
indiqués dans le tableau 05.

Tableau 05 : Résultat du screening phytochimique du jus et des extraits de Punica granatum



EEP : extrait éther de pétrole ; EC : extrait de chloroforme ; ECM : extrait de chloroforme-
méthanol ; EM : extrait méthanolique ; EA : extrait aqueux ; JPG : Jus de Punica granatum

Composés

Alcaloides

Flavonoides

Tanins

Stéroides et

tritérpénoides
Saponines

Glycosides
cardiotoniques

Glycosides

anthraquinones

Carbohydrates

Phytostéroles

Protéines
Acides aminés

Lipides et huiles

fixes

Tests
phytochimiques

Test de
Dragendorff

Test d’acétate de
plomb

Test de gélatine

Test de Chlorure de

fer

Test de SalkowskKi

Indice de mousse

Test de Keller-
Killiani

Test de Fehling
Test de Molish

Test de Libermann-

Burchard
Test de Biuret

Test de ninhydrine

EEP

EC

ECM

+++

+++

EM

+++

+++

+++

++

EA

++

+++

+++

+++

JPG

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++



Les résultats sont classés comme suit ; Elevé (+++), Modéré (++), bas (+) et nul (-) sur la base

de I’intensité du produit de réaction coloré.

Le test de Dragendorff pour les alcaloides était positif dans tous les extraits ; présence d’une
quantité élevée dans ’extrait de chloroforme-méthanol et I’extrait méthanolique alors que

dans les extraits de chloroforme et aqueux une faible présence est notée.

Pour ce qui est des deux tests a savoir; le test de Salkowski pour les stéroides &
triterpénoides et 1’indice de mousse pour la caractérisation des saponines ; ces derniers se sont

révélés positifs dans tous les extraits.

Le test de Libermann-Burchard pour les phytostérols était positif dans les extraits d'éther de
pétrole et de chloroforme. Toutefois, il était négatif dans le reste des extraits (ECM, EM, EA
et JPG).

Le test d'acétate de plomb a indiqué la présence d'une grande quantité de flavonoides dans les
extraits ECM, EM et JPG tandis que I’extrait aqueux et de chloroforme ont présenté une

guantité modérée et faible en flavonoides, respectivement.

Le test de kellar-killani pour les glycosides cardiotoniques a été négatif dans les extraits
d'éther de pétrole et aqueux. Positif dans le reste des extraits (EC, ECM, EM et JPG).

Le test des glycosides anthroquinones était positif dans les extraits de chloroforme-méthanol,
méthanolique, aqueux et le jus brut seulement. Les tests de Molisch et de Fehling ont indiqué
la présence d'une quantité élevée de carbohydrates dans tous les extraits mis a part I’extrait

d’éther de pétrole.

En outre, le test de ninhydrine pour les acides aminés était positif uniquement dans le JPG.
Quant aux tests de protéines (Biuret) et des graisses et des huiles fixes, ont été négatifs dans

tous les extraits.

En conclusion, I’¢tude phytochimique révele que les différents extraits de 1’épicarpe
(chloroforme-méthanol, méthanolique, aqueux) et le jus brut de Punica granatum sont les
plus riches en métabolites secondaires, notamment les alcaloides, les flavonoides, les tanins,
les glycosides, les carbohydrates et les saponines. La présence de ces différents phyto-

constituants peut étre responsable des propriétés therapeutiques de la grenade.



11.1.9.5. Analyse quantitative

Les courbes d’étalonnages des dosages des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins

hydrolysables & condensés et des proanthocyanidines sont énumérées en Annexe .
11.1.9.5.1. Teneur en polyphénols totaux

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 06 afin de faire une comparaison entre la
composition polyphénolique de 1’épicarpe et du jus. Le tableau représente les teneurs en
Polyphénols totaux (PPT) exprimées en mg équivalent acide galliqgue par gramme de la
matiére végétale seche (mg GAE/Q) et en (mg EAG/I) de la matiére fraiche, en utilisant
I’équation de la régression lin¢aire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (y =

0.0101 - 0.0288, r? = 0.9911) (Figure 50, annexe ).

Tableau 06 : Teneurs en polyphénols totaux des trois extraits

Extraits Polyphénols totaux
Extrait méthanolique (EM) 227.92 £ 0.50 mg EAG/g
Extrait agqueux (EA) 92.60 + 0.38 mg EAG/g
Jus de fruit (JPG) 1600.46 £2.29 mg EAG/I

A partir des résultats obtenus, nous avons observé des teneurs variées en polyphénols dans les

différents extraits de fruit de P. granatum.

La teneur en polyphénols la plus importante a été enregistré pour I’extrait méthanolique avec
une valeur de I’ordre de 227.92+0.50 mg EAG/g alors que le contenu était minimum pour
I’extrait aqueux (92.60+0.38 mg EAG /g). Tandis que, le jus frais du fruit de Punica
granatum (JPG) renferme une teneur en polyphénols totaux de 1600.46 + 2.29mg EAGI/L.

11.1.9.5.2. Teneur en flavonoides totaux

Le tableau 07 illustre les teneurs des extraits d’écorces et du jus en flavonoides (exprimées en

mg d’équivalent quercétine par g d’écorce et par L de jus).

Tableau 07 : Teneurs en flavonoides totaux des trois extraits



Extraits Flavonoides totaux

Extrait méthanolique (EM) 31.34 £ 0.26 mg EQ/g
Extrait aqueux (EA) 21.67 £ 0.09 mg EQ/g
Jus de fruit (JPG) 204.05 + 0.32 mg EQ/L

Comme le montre le tableau 07, une légere différence dans la teneur en flavonoides est
observée entre les extraits d’écorces étudiés ; Elle varie entre 31.34 mg EQ/g pour I’extrait

méthanolique et 21.67 mg EQ/g pour I’extrait aqueux.

Toutefois, la teneur en flavonoides de notre échantillon de jus de grenade de la variété
Messaad est de 1’ordre de 204.05 mg EQ/L.

11.1.9.5.3. Teneur en tannins hydrolysables et condensés

Les résultats obtenus pour les tanins hydrolysables et condensés sont présentés dans le tableau
08 :

Tableau 08: Teneurs en tanins hydrolysables et en tanins condensés des trois extraits

Teneur en tanins Teneurs en tanins
Extraits hydrolysables (mg EAT/g) et  condensés (mg EC/g) et
(mg EATI/I) (mg EC/I)
Extrait méthanolique 214.28 +1.79 47.78 + 3.27
(EM)
Extrait aqueux (EA) 103. 50+ 0.39 33.67 £ 0.86
Jus de fruit (JPG) 993.57 £ 3.38 317.02 £0.56

Les résultats de I’analyse quantitative par spectrophotométre UV-visible montre que le jus
brut (JPG) et les extraits d’écorces (extrait méthanolique et aqueux) de fruit de Punica
granatum étudiée, sont riches en tanins hydrolysables. Cette teneur varie de 993.57 + 3.38 mg
EAT/I de jus; 214.28 £ 1.79 a 103. 50+ 0.39 mg EAT/ g pour I’extrait méthanolique et

aqueux, respectivement.



Nous constatons également que le jus brut renferme une teneur élevée en tanins condensés
(317.02 + 0.56 mg EC/L). Alors que pour les extraits méthanoliques et aqueux, elle varie
respectivement, de 47.78 +3.27 a 33.67 + 0.86 mg EC/g d’extrait.

11.1.9.5.4. Teneur en proanthocyanidines

Les teneurs totales en proanthocyanidines des extraits méthanoliques (EM), aqueux (EA) et

du jus frais de Punica granatum (JPG) sont représentées dans le tableau 09 suivant :

Tableau 09 : Teneurs en proanthocyanidines des trois extraits

Extraits Proanthocyanidines

Extrait méthanolique (EM) 24.24 + 0.23 (mg EC/qg)
Extrait aqueux (EA) 4.65 = 0.07 (mg EC/g)
Jus de fruit (JPG) 133.45 +1.17 (mg EC/I)

L’estimation quantitative de la teneur totale en proanthocyanidines des extraits méthanoliques
et aqueux du cultivar de grenadier « Doux de Messaad » testé (Tableau 09), montre que
I’extrait méthanolique contient le pourcentage le plus élevé de proanthocyanidines comparé a
I’extrait aqueux (24.24 et 4.65 mg EC/g, respectivement). Alors que pour le jus de fruit
(JPG), nous enregistrons une teneur de 133.45 £ 1.17 mg EC/I.

11.1.9.5.5. Teneur en anthocyanines

Les teneurs des extraits EM, EA et du jus en anthocyanines exprimées en mg d’équivalent

cyanidine-3-glucoside par g d’extrait sec et par L de jus, sont rapportées dans le tableau 10 :

Tableau 10 : Teneurs en anthocyanines des trois extraits

Extraits Anthocyanines (mg ECG/g) et (mg ECG/I)
Extrait méthanolique (EM) 1441 £0.42
Extrait aqueux (EA) 16.75+0.34

Jus de fruit (JPG) 1586.39 + 44.18



La teneur en anthocyanines la plus éelevée a été determinée dans le jus de fruit 1586.39mg
dans 1 litre de jus. Alors que le contenu en anthocyanes pour les extraits d’écorces de fruit a
savoir D’extrait aqueux (EA) et I’extrait méthanolique (EM) est plus en moins faible.
Toutefois, il reste presque similaire et varie de 16.75 + 0.34 (EA) et 14.41 + 0.42 mg ECG/g
(EM).

11.1.9.6. Activité antioxydante des extraits d’écorces et du jus de fruit de P. granatum
11.1.9.6.1. Piégeage du radical libre DPPH’

La figure 11 illustre I’efficacité des extraits de Punica granatum (EM, EA, JPG) a piéger le
radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes

concentrations.

D’apreés les résultats, 1’évolution de ’activité anti-radicalaire est dose-dépendante, car elle
augmente avec I’augmentation de la concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel. Les

tableaux 14 et 15 (Annexe I) montrent bien cela.
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Figure 11 : Pouvoir antioxydant des extraits organiques et du jus de fruit de Punica granatum

par la méthode du piégeage du radical libre DPPH’

Il ressort de ces résultats que le pouvoir de piégeage du radical DPPH est dependant de la
concentration. Le pourcentage d’inhibition augmente progressivement jusqu’a arriver a un

plateau qui correspond a I’enrayement total du DPPH présent dans le milieu.



Dans ce présent travail, nous avons comparé I’activité antioxydante des extraits de grenadier a
celle des antioxydants de référence synthétique a savoir ; I'nydroxyanisol butylé (BHA), le et

I’acide ascorbique (Vitamine C).

D’apres la figure 11, nous remarquons que les différents extraits organiques (EM et EA) ont
montré une activité antioxydante tres importante vis-a-vis du piégeage du radical DPPH. Sauf
pour le jus brut qui a exercé un pouvoir antioxydant plus au moins important. Nous constatons
également que pour les extraits organiques (methanolique et aqueux), des pourcentages
d’inhibition importants ont été atteints avec présence d’une phase stationnaire (saturation).
Les pourcentages d’inhibition trouvés étaient de 1’ordre de 90.60 % pour I’extrait aqueux, a
une concentration de 0.063 mg/ml alors qu’il était de 70.71 % pour 1’extrait méthanolique. De

méme, le jus brut ne dépassait pas les 72 % d’activité a la méme concentration.

Par contre, le pourcentage d’inhibition du jus brut de Punica granatum & des concentrations
minimes (0.008 et 0.016mg/ml) variait de 58.76 a 63.59% dépassant ainsi les 50% d’activité ;
contrairement aux extraits organiques : 38.65 & 48.22 % pour I’extrait méthanolique et de
30.26 a 48.77 % pour I’extrait aqueux.

Quand aux contréles positifs utilisés, nous avons remarqué un fort pouvoir antioxydant traduit

par des pourcentages d’inhibition €levés et ce méme a de tres faibles concentrations.

A 0.008 mg/ml, le pourcentage d’inhibition du BHA vis-a-vis du radical DPPH est de I’ordre
de 44.98% comparativement a celui de la vitamine C (36.89%). Toutefois, ils sont nettement

inferieurs au pourcentage d’inhibition du jus de grenade qui est de 1’ordre de 58.76%

Pour faire une étude comparative de I’activité de tous les composés, nous avons déterminé la
valeur de la concentration inhibitrice qui donne 50% de 1’activité de piégeage du radical libre
DPPH (ICsp) correspondant respectivement au BHA, Vitamine C, EM, EA et JPG. Ces
derniers sont regroupés dans le tableau 11.

Tableau 11: Concentration inhibitrice 1Cso (mg/ml) du radical DPPH.

EM EA JPG BHA Vit C

IC
> 0.054+0.005 0.032+0.006 0.0012+0.001 0.010+0.002 0.013+0.004

(mg/ml)



La valeur d’ICso est inversement proportionnelle & la capacité antioxydante (Activité
antioxydante 1%) d’un composé, car elle refléte la quantité d’antioxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur

d’IC50 est faible, plus I’activité anti-radicalaire d’un composé est appréciable.

Concentration inhibitrice (IC50)
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Figure 12: Concentration inhibitrice 1Cso du radical DPPH des différents extraits du grenadier

et des antioxydants de références

BHA : hydroxyanisole butylé ; VitC : Vitamine C ; EM : Extrait méthanolique ; EA : extrait

aqueux ; JPG : Jus de Punica granatum.

L’analyse du tableau 11 et de la figure 12, montre que le jus brut du fruit de Punica granatum
présente la plus faible valeur d’ICso. Cela signifie que son pouvoir antioxydant est plus
important que celui des antioxydants de référence et des extraits d’écorces. Toutefois ces
valeurs restent comparables. Nous citons, I’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux qui ont
exprimé des 1Cso de 1’ordre 0.054, 0.032 mg/ml, respectivement. Alors que pour le jus brut,
un important pouvoir antioxydant qui se traduit par une valeur de la 1C50 de I’ordre de
0.0012 mg/ml.

Nous pouvons dire que le fruit de Punica granatum est un antioxydant naturel.

11.1.9.6.2. Réduction du fer : FRAP (ferric reducing antioxidant power)



La figure 13 rapporte le pouvoir réducteur des extraits organiques et du jus brut de Punica

granatum a différentes concentrations comparé a celui de 1’acide ascorbique.
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Figure 13: Pouvoir réducteur des extraits (EM, EA, JPG) de Punica granatum testé par la
méthode FRAP

L’augmentation de I’activité antioxydante par la méthode FRAP correspond a une grande

capacité de réduction du Fe**. Cela se traduit par I’augmentation de I’absorbance & 700nm.

La figure 13 indique clairement que le pouvoir réducteur sur le fer ferrique Fe™ en fer
ferreux Fe™ varie linéairement avec la variation de la concentration en extrait. Cela est en

accord avec les résultats de méthode précédente.

A partir des résultats rapportés dans la figure 14, nous avons remarqué une augmentation de
’activité du jus de fruit avec I’augmentation de la concentration. D’autre part, on constate que
le pouvoir réducteur des deux extraits (EM, EA) est loin de celui du JPG et de ’antioxydant
de référence. Une concentration de 0.063 mg/ml de JPG et de la vitamine C correspond a une
absorbance de I’ordre de 0.402 et 0.434, respectivement. Alors qu’il faut 0.25 mg/ml d’extrait

méthanolique et aqueux pour donner presque les mémes absorbances.

La figure 14 montre I’effet réducteur des différents extraits a une concentration de 0.5mg/ml
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Figure 14: Pouvoir réducteur des différents extraits (EM, EA, JPG) de Punica granatum

testés par la méthode FRAP a une concentration de 0.5 mg/ml.

Nous pouvons voir clairement sur la figure 14, I’important pouvoir réducteur du jus brut du
fruit du grenadier d’une part, par rapport au pouvoir réducteur des extraits méthanoliques et

aqueux des épicarpes. Et d’autre part, par rapport au pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique.

Nous pouvons aussi exprimer le pouvoir réducteur des extraits et de l’antioxydant de
référence par la valeur par laquelle un extrait atteint la valeur 0.5 de 1’absorbance. Cette
valeur peut étre appelée la CEsp (Concentration efficace). Le tableau ci-dessous rapporte les

valeurs de la CEsg des différents extraits étudiés du fruit de Punica granatum L.

Tableau 12: Pouvoir réducteur des extraits de P. granatum exprimé en CEsg

Extraits CEso (mg/ml)
Extrait méthanolique 0.173+0.010
Extrait aqueux 0.211+0.009
Jus de fruit 0.095+0.001

Vitamine C 0.079+0.024



Le jus de fruit et la vitamine C montre des ECs faibles (0.095+0.001 et 0.079+0.024 mg/ml,
respectivement) par rapport aux extraits organiques : méthanolique (0.173+0.010 mg/ml) et
aqueux (0.211+0.009 mg/ml).

11.1.9.6.3. Décoloration du p-carotene

La figure 15 rapporte le pouvoir antioxydant testé par la méthode de decoloration du -

carotene des différents extraits organiques de 1’écorce et du jus de fruit de Punica granatum.
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Figure 15: Pouvoir antioxydant des extraits organiques et du jus de fruit de Punica granatum
testé par la méthode de la décoloration du g-caroténe.

Nous constatons que les extraits organiques ont présenté des réponses différentes vis-a-vis de
la décoloration du p-carotene. La plus importante activité antioxydante a été exercée par
I’extrait méthanolique avec un pourcentage d’inhibition de ’ordre de 89.58 + 2.09 %. Alors

que D’extrait aqueux a exercé un effet antioxydant plus au moins faible (77.78 = 1.20 %).

Par contre, nous remarquons clairement que le jus de fruit (JPG) de Punica granatum exerce
un fort effet protecteur (antioxydant) sur le S-caroténe avec des pourcentages d’inhibition qui
arrivent jusqu’a 93.06 £ 3.18 %. Pour le contrdle positif, nous remarquons clairement que le
BHA exerce un faible effet antioxydant comparativement avec 1’extrait méthanolique de

I’écorce et le jus de grenade.



11.1.10. Discussion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs. Leur utilisation en phytothérapie connait de nos jours un intérét sans
précédent. Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés lors de

’utilisation des médicaments de synthése chimique.

Le fruit du grenadier (Punica granatum L.) est I'un des fruits les plus populaires en
Algérie. Les parties comestibles des grenades peuvent étre consommeées fraiches ou sous
forme transformée. 1l renferme des composés précieux dans différentes parties dont des effets
fonctionnels et médicinaux tels que les effets antioxydants, anticancéreux et anti-
athérosclérotiques ont été confirmés (Mertens-Talcott et al., 2006; Perze-Vincent et al.,
2002). De nombreux scientifiques a travers le monde ont étudié les composés phénoliques et
I'activité antioxydante des écorces et des jus de grenade de nombreuses variétés. Cette étude a
¢été entreprise pour étudier les propriétés bioactives des extraits d’écorces et du jus de grenade

extrait d’une variété locale.

Dans un premier lieu, I’étude pomologique des fruits de grenade du cultivar étudié Doux de
Messaad, a révélé que le poids moyen des fruits, des arilles et des écorces étaient
respectivement de 264.90g, 154.10g et de 109.43g. Meziane et ses collaborateurs (2016),
rapportent que le poids moyens des fruits de Doux de Messaad est de 206.42 g. Ce résultat est
Iégerement inferieur au notre. 1l est intéressant de noter que les deux récoltes ont été faites
dans la méme station expérimentale de la méme région (la Mitidja). Seulement ’une a été
faite en Octobre 2013 et ’autre en Octobre 2014. Ceci s’expliquerait par le fait que le poids
est une caractéristique variétale qui peut fluctuer en fonction du cultivar et des conditions
écologiques (Shulman et al., 1984). Ce fait suggére que le poids des fruits pendant la
maturité dépend du cultivar et fournit des informations précieuses pour les agriculteurs et les

transformateurs (Nuncio-Jauregui et al., 2015).

Dans des travaux antérieurs menés par Zarei et al. (2011), le poids moyen des fruits aux trois
différents stades de maturation comprenait respectivement (76.71, 150.32 et 235.09) g, pour
20, 80 et 140 jours aprés la mise en fruit. Le poids des fruits a augmenté progressivement au
cours de la maturation des fruits. Al-Maiman et Ahmad (2002) ont rapporté également que

l'augmentation du poids du fruit variait en fonction des cultivars et des conditions



écologiques. Ce qui est en accord avec nos résultats, car pour la réalisation de cette étude nous

avons récolté les fruits au troisieme stade de maturation.

Ces résultats sont dans la méme gamme de variation du poids moyen de la grenade, avancee
par plusieurs auteurs : 204.3 & 288 g pour des cultivars iraniens (Tehranifar et al., 2010),
101.3 a 549.7 g pour des cultivars tunisiens (Zaouay et al., 2012), 206.6 a 506.67 g pour des
cultivars marocains (Hmid, 2013), 277 a 280 pour des cultivars égyptiens (Ismail et al.,
2014), et de 189.4 a 595.9 g pour des cultivars croates (Raduni¢ et al., 2015).

Les arilles sont la partie comestible des fruits de grenade, contenant le jus, la pulpe et les
graines. Ainsi, le fait de connaitre ces caractéristiques permet aux producteurs et aux
transformateurs de mieux promouvoir ce fruit. Les arilles ont une valeur économique et sont
donc les traits les plus importants ciblés par les cultivateurs et l'industrie alimentaire
(Martinez et al., 2012 in Meziane et al., 2016). Pour le méme cultivar, Meziane et al.

(2016) ont trouvé une valeur de 270g.

Par ailleurs, ce résultat est similaire a ceux rapportés précédemment ; En Turquie, le nombre
d’arilles par fruit varie de 118 a 335g (Durgag et al., 2008), de 164.50 & 169.15 g en Inde
(Ghadge et Jadhav, 2015), tandis qu'a Oman il varie de 500 a 651 (Al-Said et al., 2009).
Chaque arille est dérivé d'un ovule (Wetzstein et al., 2011) ; Par conséquent, le nombre
darilles par fruit dépend du pourcentage d'ovules qui ont été fécondés avec succes.

En outre, le rendement en arilles est une propriété souhaitable du point de vue du
consommateur ainsi que pour le traitement industriel des jus (Valero et Ruiz-Altisent, 2000).
De ce fait, le rendement en arilles est de 58.17%. Cette valeur est presque similaire a celle
trouvée par Meziane et al. (2016) qui variait entre 61.66 % pour BM11 et 66.55% pour DM.
Elle est également comparable a celles des cultivars iraniens (57.86 a 75.48%) (Akbarpour
et al., 2009) et des cultivars marocains (53.4 a 61.2 %) (Fawole et Opara, 2013).

Le pourcentage de jus de notre cultivar de grenadier DM est de 79.99% ; il est plus élevé que
les cultivars étudiés par Meziane et al. (2016) dont le pourcentage en jus variait de 36.67%
(BM11), 45.33 (DM) et 53,33% (DK).

Une autre caractéristique telle que le poids moyen des écorces a été enregistrée. Cette valeur
(109.43g) n’est pas en accord avec celle (46.19 g pour le Doux de Messaad) trouvée par
Meziane et al. (2016), et celles (30.12 - 51.46 g) trouvees par Ismail et al. (2014). Par
contre, elle est semblable a celle (109.549) rapportée par Mansour et al. (2011).



En termes de qualité d'un fruit, les acides et les sucres sont des composants importants
qui fournissent un goQt et une saveur caractéristiques aux fruits et & leurs produits. Les
principaux sucres solubles dans les grenades sont le glucose et le fructose (Al-Maiman et
Ahmad, 2002).

L’acidité titrable, la teneur en solides solubles et la teneur en pH du cultivar étudié étaient de
0.47%, de 27.50 ° Brix et de 4.12.

Meziane et al. (2016) indiquent également que le jus de Doux de Messaad a révélé un pH
¢élevé de I’ordre de 4.09 alors que 1’acidité titrable était de 0.41%. Sarkhosh et al. (2009)
rapportent que les fruits mdrs, qui avaient une faible teneur en acide, avaient un pH
correspondant élevé. Une autre étude menée auparavant par Gozlekci et Kaynak (2000),
confirmerait que le pH du jus est assez élevé au début de la formation du fruit puis il diminue
rapidement en juillet. Un Iéger accroissement du pH du jus est observé en aodt, septembre et

octobre en raison de la maturation des fruits.

En ce qui concerne la teneur en solides solubles. Cette derniére est de 27.50 (°Brix), supérieur
a celle (18.64 °Brix) trouvée par Meziane et al. (2016). Dans d'autres études, le TSS variait
entre 10.5 % (Kazil et Anar) et 19.0 % dans la sélection 303 de Ganesh et Gulsha Red
(Khodade et al., 1990, Agrawal et Chandra, 1991 ; Hepaksoy et al., 1998 ; Barone et al.,
2001 ; Al-Maiman et Ahmad, 2002 ; Fadavi et al., 2005 ; Ferrara et al., 2011, Zaouay et
al., 2012, Fawole et Opara, 2013).

Dans une étude réalisée par Al-Said et al. (2009) dans le Sultanat d'Oman, les teneurs en TSS
des cultivars Jabal 1, Jabal 2, Jabal 3 et Wild variaient entre 13.7 et 15.2%, tandis que
Tehranifar et al. (2010) ont constaté que dans vingt cultures iraniennes, cela variait entre
12.8 et 15.1°Brix. Alors que pour les cultivars marocains, la teneur en TSS variait entre
15.3°Brix (cultivar Sefri) et 17.6°Brix (cultivar Bouaddime).

Ces grandes différences peuvent non seulement étre dues a une variation génétique, mais
aussi a des critéres différents pour la sélection du temps optimal de récolte (Hernandez et al.,
2014).

Gozlekci et Kaynak (2000) ont signalé que la teneur en solides solubles augmentait
régulierement pendant la période de deéveloppement des fruits. L'augmentation était assez
¢levée, surtout en septembre et octobre, lorsque les fruits étaient sur le point d’étre récolter.

Dans une autre étude, la teneur en solides solubles a augmenté progressivement au cours du



développement des fruits et a atteint 11-14% et de 13-14% a la mi-aoQt pour les cultivars
Mule's Head et Wonderful respectivement. Ensuite, ces valeurs ont atteint 14-15% pour le

cultivar Mule's Head et 15-16% pour le cultivar Wonderful a la fin de Septembre.

L'augmentation de la teneur en solides solubles pourrait s'expliquer par l'augmentation de la
teneur en sucre (glucose et fructose) des arilles en conséquence du développement et de la
maturation des fruits, comme il a été rapporté par Shulman et al. (1984). Cependant,
Nuncio-Jauregui et ses collaborateurs (2015) ont indiqué que ces valeurs doivent étre prises
avec précaution car seuls des niveaux de traces de sucres ont été detectés par HPLC et donc le
TSS ne représentait pas les sucres mais d'autres composés hydrosolubles. Par conséquent, il
n'est pas tout a fait approprié de comparer les valeurs de TSS ou M1 avec celles de fruits mdrs

ou de jus préparés avec ce type de fruit.

A partir de la valeur de TSS et de 1’acidité titrable, nous avons pu établir la classification de
notre cultivar étudié, selon I’indice de maturité (IM) qui exprime le ratio entre le TSS et I’AT
d’un jus. De ce fait, nous notons que le Doux de Messaad est de nature douce (IM égale a
58.95).

Dans certains cultivars marocains, cet indice variait de 37.4 dans Boua&dime a 77.6 dans
Ounk Hman (Martinez et al., 2012). D'autres auteurs ont également mentionné de larges
intervalles pour ce paramétre; Viswanath et al. (1999), par exemple, ont obtenu des valeurs
d’IM allant de 29.1 a 93.3. Le cultivar Kandhari Hansi a présenté un IM de 95.16 (Nirmal-
Sharma et Bist, 2005). Le cultivar Bhagwa présente un IM de 41.83 (Fawole et Opara,
2013). Dans une étude portant sur vingt cultivars, Chandra et al. (2013) obtiennent des
valeurs d’IM qui varient entre 4.31 et 28.62, ce qui est inférieur a celui présenté par le cultivar
étudié dans ce travail. Selon Chace et al. (1981), les grenades sont appropriées pour le
marché frais lorsque leur teneur en acidité est inférieure a 1.8% et que leur IM est compris

entre 7 et 12 ; lorsque I’IM varie de 11 a 16, les grenades sont trés savoureuses.

La polarité d’un solvant en dehors du moment dipolaire, la polarisabilité et la liaison
d’hydrogéne déterminent quel type de composés est capable de dissoudre (Wang et al.,
2011).

Singh et al. (2014) ont conclut que I'extraction sélective d'antioxydants provenant de sources
naturelles par un solvant approprié est tres importante dans l'obtention d'extraits a forte
activité antioxydante. Selon Wang et al. (2004), les antioxydants a base de plantes sont

extraits des matiéres premiéres ou des déchets de 1’industrie alimentaire par les solvants



organiques tels que le méthanol, I’acétone et I’éther diéthylique. IIs rajoutent que le méthanol
est un extracteur efficace pour une large gamme de polyphénols, et fréquemment utilisé a
I’échelle de laboratoire et a 1’échelle industrielle. Sachant qu’il est facilement accessible et a

bon marché.

En 2002, Singh et ses collaborateurs ont extrait les antioxydants a partir de la peau et de la
pulpe du fruit de grenadier en utilisant le méthanol, 1’acétone et 1’eau ; lls ont constaté que le

méthanol a donné le meilleur rendement.

D’autre part, Sultana et al. (2008) ont déclaré un rendement de 29.9 % pour les écorces de
grenade, 24.6% pour la peau de banane, 21.5% pour les écorces d'agrumes et 16.4% pour la
peau de pomme extraits avec 80% de méthanol. Le méthanol est généralement recommandé
pour étre un meilleur solvant pour I'extraction de composés antioxydants en raison de la
polarité et de la disponibilité. L'efficacité et la capacité du méthanol peuvent augmenter en
utilisant de I'eau comme co-solvant, en particulier lorsque I'extraction d'antioxydants de

différents types est nécessaire (Igbal et al., 2005)

En générale, les composés phénoliques dans les plantes sont des composés polaires, qui
sont souvent extrait avec des solvants polaires tels que 1’hydro-acétone et le méthanol. Les
profiles phénoliques différeraient également quand différents solvants sont utilises (Kylli,
2011).

Dans ce méme contexte, Li et al. (2006) ; Aderkani et al. (2011) considérent qu’une
combinaison de différents solvants peut étre plus efficace pour extraire les antioxydants parce

que les antioxydants peuvent différer par leur solubilité dans les différents solvants.

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les tanins,
les flavonoides, les alcaloides, les saponines, les stéroides et tritérpénoides, les carbohydrates
et les glycosides. Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Hagir et ses
collaborateurs (2016), qui ont révélé la présence de tritérpénoides, de stéroides, de
flavonoides, de tanins, d’alcaloides , de glycosides et de saponines dans les différents extraits
d’écorces de fruit de P. granatum a savoir ’extrait de chloroforme, 1’extrait méthanolique et

I’extrait aqueux.

Des résultats similaires ont été également rapportés par Bhandary et al. (2012) ; Hegde et al.
(2012) ; Uma et al. (2012); Chebaibi et Filali (2013) ; Moorthy et al. (2013) ; Narasimha
et al. (2015) ; Sajjad et al. (2015) ; Deore Leena et al. (2016) ; Kesur et al. (2016)



Egalement, Ozcal et Dinc (1994) indiquent que les flavonoides et les tanins sont les

composés les plus abondants dans 1’écorce de cette plante.

Par ailleurs, les travaux de recherche effectués par Ali en 2016, dans le but d’étudier
I’influence du jus de fruit brut du grenadier en tant que produit riche en composés
phytochimiques par rapport a d’autres jus de fruits (fraise et mangue) sur les caractéristiques
du yaourt liquide, indiquent que I’analyse phytochimique du jus brut de P. granatum a mis en
évidence la présence de plusieurs composés tels que les flavonoides, tanins, alcaloides,
saponines, glycosides, tritérpénoides & stéroides et la vitamine C. Alors qu’ils ne sont pas
présents dans le jus de fraise brut. Il note également I'absence d'alcaloides, de flavonoides, de

glycosides et de saponines dans le jus de mangue brut.

Toutefois, la composition chimique de la grenade et de ses produits dépend du cultivar, de la
région de culture et du climat, du stade de maturité du fruit, des pratiques culturelles et des
systéemes de fabrication (Badenes et al., 1998, Toor et al. , 2006, Raffo et al., 20086,
Boroyov-Neori et al., 2009, Zarei et al., 2011).

La grenade est connue pour étre I'un des fruits les plus riches en polyphénols. En particulier,
I'écorce de fruits contient des quantités élevees de composés phénoliques, tels que les acides
puniques, les acides galliques, ellagiques et les anthocyanes (Bingham et al., 2003 ; Fisher et
al., 2011). Des études ont également rapporté que le contenu phénolique des écorces de
grenade était 10 fois plus élevé (249,4 mg/ g) que celui trouvé dans la pulpe (24,4 mg/ g) (Li
et al., 2006).

L’étude qualitative a été confirmé par une analyse quantitative des extraits organiques
de I’écorce et du jus frais du fruit de Punica granatum, basée sur le dosage des polyphénols
totaux, les flavonoides, les tanins hydrolysables /condensés, les proanthocyanidines et les
anthocyanes. Dans cette composition, nous constatons que le fruit de Punica granatum est
guantitativement riche en composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, anthocyanes et
tanins). Ces résultats nous indiquent que les extraits d’écorce de grenade étudié (EM et EA)
sont majoritairement constitué de polyphénols totaux (227.92 et 92.60 mg EAG/g) et de
tanins hydrolysables (214.28 + 1.79 et 103.50+ 0.39 mg EAT/g). Leur composition en
flavonoides est relativement faible (31.34+ 0.26 et 21.67+ 0.09 mg EQ/q).



Ces résultats sont nettement supérieurs a ceux trouvés par Elfalleh et al. (2012) avec 85.60 +
4.87 mg EAG/g de polyphénols totaux pour I’extrait méthanolique et 53.65 + 4.13 mg EAG/g

de polyphénols totaux pour I’extrait aqueux.

Ils sont également plus élevés que ceux trouvés par Kansoula (2016) ou une teneur en
polyphénols dans I’extrait methanolique de 1’ordre de 190 £ 5.2 mg EAG/g a été enregistrée.
Une étude comparative des extraits méthanoliques d’épicarpes de quelques cultivars perses,
établis par Ardekani et ses collaborateurs (2011), a présenté des résultats dans la méme
gamme de variation 98,24 + 4,81 a 226,56 + 18,98 mg d'équivalent d'acide gallique par

gramme d'extrait, respectivement.

L’étude de Saad et al. (2012), sur les extraits aqueux d’épicarpes non lavés et lavés de la
méme variété de grenadier a savoir la variété Chelfi, a rapporté des teneurs en polyphénols de
I’ordre de 88.0 £ 16.5 et 77.5 £ 3.0 mg EAG/g. Ces résultats sont semblables aux notres.

Une autre étude faite sur plusieurs cultivars de grenadiers égyptiens a indiqué que les extraits
aqueux et méthanoliques de la variété Wardy contiennent le pourcentage le plus éleve en
polyphénols totaux (246,37 *+ 4,61 et 214,91 £ 3,29) suivi par Assuity (224,62 = 4,84 et
190,44 + 3,02); Nab EI Gamal (193,39 + 3,79 et 148,13 £ 2,99) ; Manfalouty (189,18 + 3,07
et 163,70 £ 3,47) et Balady (179.30 + 4.82 et 158.30 + 4.15) mg GAE/g (Abdel-Hady, 2013).

Saleh et al. (2017) ont récemment rapporté que la plus forte teneur en polyphénols était

présente dans 1’extrait aqueux avec une valeur de 810 + 9.45 mg EAG/g.

Dans cette etude, les résultats obtenus ont confirmé ceux de Wang et al. (2011) démontrant
que les écorces de grenade extraites avec le méthanol donne un rendement plus élevé par
rapport a l'eau et ils attribuent cela aux différences de polarité entre les solvants, et par
conséquent la solubilité du soluté¢ dans le solvant. De plus, I’efficacité du méthanol dans
I’extraction des différents composés phénoliques de différents parties végétales a été conclu
par plusieurs auteurs (Turkmen et al., 2006 ; Mohamed et al., 2013 ; Rabeta et Faraniza,
2013 ; Alietal., 2014 ; Uddin et al., 2014)

Selon I’extraction des composés phénoliques est régit par plusieurs facteurs qui influent
directement sur les teneurs de ces molécules, parmi ces facteurs; I’augmentation de la
température de [’extraction, le temps de contact du matériel végétal avec le solvant
d’extraction, ainsi que la diminution de la taille des particules pour augmenter le coefficient

de diffusion du solvant.



En ce qui concerne le Jus brut de Punica granatum, la teneur en polyphénols (1600.46 mg
EAGI/L), est comparable a celles trouvées par Hmid (2013) dans les jus de dix-huit cultivars
marocains (teneurs comprises entre 1284.42 — 9476.32 mg/L). Elle est semblable également a
celles trouvées par Gozlekgi et al. (2011) dans 1’étude des jus de certains cultivars turques
dont la teneur en polyphénols totaux la plus élevée a été enregistré dans "Lefan" (1551,5 mg/
L) suivi par "Asinar" (1307,3 mg / L) et "Katirbasi" (1229,5 mg / L).

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Ferrara et al. (2011) pour les jus de
grenades de différents cultivars d'ltalie (300.3 -1320.8 mg EAG / L), et par Akhavan et al.
(2015) 220.0 + 1.4 - 1266.8 = 44.2 mg EAG/L pour les jus de grenade de dix cultivars
Iraniens. Et supérieurs a ceux trouvés par Borochov-Neori et al. (2009) dans son étude sur
les jus de neufs cultivars en Palestine occupée (990- 2260 mg EAG/g) et par Sepulveda et al.
(2010) pour le jus de grenade de différents cultivars du Chili (670.6-1280.0 mg EAG/L).

Toutefois, dans d’autres études, les teneurs phénoliques totales ont montré des différences
significatives et étaient de : 144-10080.6 mg EAG/L (Tezcan et al., 2009), 2370.6-9850.32
mg EAG/L (Tehranifar et al., 2010), 2015 -5186 mg EAG/L (Fischer et al., 2011), 7570.30-
8410.30 mg EAG/L (Zhuang et al., 2011), 2700.25- 8400.94 mg EAG/L (Rajasekar et al.,
2012) 1598.96 — 2315.10 mg EAG/L (Mahmoud et Ibrahim, 2013) et de 1880.36 — 2150.45
mg EAG/L (Lantzouraki et al., 2015).

Selon des études antérieures, les différences dans la composition des composés phénoliques
pourraient étre attribuées a de nombreux facteurs, y compris la variété, la maturité des fruits
les pratiques agricoles, I’aire de culture, la saison de récolte des fruits, les conditions
climatiques et les conditions de stockage des fruits de grenade (Sepulveda et al., 2010 ; El
Kar et al., 2011 ; Fawole et Opara, 2013)

Dans leur étude sur des échantillons de grenade de la variété « Ganesh » a différents stades de
développement, Kulkarni et Aradhya (2005), ont observé que les valeurs de PT ont diminué

approximativement de 74% pendant la croissance et la maturation des fruits.

Weerakkody et al. (2010) ont constaté que le contenu en polyphénols totaux a diminué
d’environ 50% dans le jus « Wonderful » en Australie, pendant le développement des fruits.
Le contenu variait de 1710 mg EAG/ L (fruit immature) a 790mg EAG/ L (fruit mature).
Nuncio-Jauregui et al. (2014) ont également enregistré une diminution de la teneur en

polyphenols au fur et a mesure de la maturation, de 3783 a 3282 mg EAG/L. Quant a



Schwartz et al. (2009) ont signalé une diminution de la teneur en composés phénoliques au
cours de la maturation des fruits de 3.9 a 1.9 mM. De méme, Fawole et Opara (2013) ont
rapporté une diminution de la teneur en TP de 1052 a 483 mg GAE 100 mL-1).

La diminution de la teneur totale en composes phénoliques est attribuée a I'oxydation des
polyphénols par la polyphénol oxydase présente au cours de la maturation des fruits
(Kulkarni et Aradhya, 2005 ; Schwartz et al., 2009 ; Fawole et Opara, 2013).

Plusieurs auteurs ont démontré que le contenu en polyphénols totaux est réduit dans le jus de
grenade pendant le mdrissement et la maturation, et que les meétabolites antioxydantes
changent en réponse au stress abiotique (Mirdehghan et Rahemi, 2007; Shwartz et al.,
2009 ; Weerakkody et al., 2010; Zarei et al., 2011 ; Fernandes et al., 2015).

Sachant également que les résultats du dosage des composés phénoliques n’indiquent pas les
valeurs exactes en polyphénols, puisque malgré sa grande sensibilité, la méthode Folin-
Ciocalteu peut présenter des problémes d’interférence avec d’autres facteurs de réduction tels
que les acides aminés (Tyrosine, Tryptophane) et les sucres réducteurs comme le glucose et le
fructose (Padda et Picha, 2007 ; Fischer et al., 2011)

Par ailleurs les valeurs trouvées en flavonoides totaux dans les deux extraits a savoir I’extrait
méthanolique et aqueux se rapprochent de celles rapportées par Ardekani et al. (2011) dans
des extraits methanoliques des écorces de 9 cultivars Iraniens (18.61 — 36.40 mg EC/qg). Et a
celles obtenues par El falleh et al. (2012) dans les extraits méthanolique et aqueux des
écorces de grenades tunisiennes (51.52 + 8.14 et 21.03 + 1.62 mg d’équivalent Rutine/g,

respectivement).

Shiban et al., (2012) ont montré que la composition de 1’extrait méthanolique en flavonoides

est de 56.4 mg ER/g. Ce qui est nettement supérieur a la valeur obtenue.

Comme indiqué par Souleman et lbrahim (2016), les extraits aqueux des écorces de
différents cultivars égyptiens ont des teneurs en flavonoides variables, allant de 21.72 — 34.28

mg ER/g. Ces résultats sont comparables aux notres.

Et celles trouvées par Hmid (2013) dans des cultivars marocains (144.46 - 569.89 mg
d’équivalent Rutine / L).

D’autres auteurs ont également trouvés des résultats dans la méme gamme de variation : entre

135 — 636 mg EQ/L de jus de 9 écotypes tunisiens, par El kar et al., (2011) ; entre 514 - 570



mg EQ/L de jus de deux cultivars syriens, par Al-Halabi et al. (2015) ; entre 45 — 335 mg
EQ/L de jus de 10 cultivars de 4 régions chinoises, par Li et al., (2015).

Guo et al. (2008) ont indiqué que la valeur obtenue pour le contenu des flavonoides du jus de
grenade est de 174 mg/L, alors que pour celui de la pomme est de 92 mg/ L. Dans la méme
étude, ils ont conclu que la consommation quotidienne de jus de grenade est potentiellement
meilleure que le jus de pomme en termes de I'amélioration de la fonction antioxydante chez
les personnes agées.

Par ailleurs, une diminution d'environs 2 fois de la teneur des flavonoides au niveau
des épicarpes a été observée entre les stades de maturation ; faible (821 mg EQ/g) et moyen-
élevé (492 mg EQ/g d’extrait). En revanche, une augmentation de la concentration de ces
composés a été observée dans les graines et le jus de grenadier lors de la comparaison des
stades de maturation faible et moyen-élevé. Dans les graines, les valeurs les plus élevées de
flavonoides ont été obtenues dans les stades de maturation moyenne et moyenne-éleveée, 2.9 et
2.7 mg d’équivalent quercétine par g d'extrait, respectivement. Le jus extrait du fruit a
maturité moyenne a eu la plus forte teneur en flavonoides (165 mg EQ par 100 mL)
(Fernandes et al., 2015). Ces résultats sont différents de ceux décrits par Fawole et Opara
(2013 a,b), qui ont observé une diminution des flavonoides dans le jus au cours de la
maturation des fruits. Plus précisément, dans la premiére étude, les valeurs de flavonoides
dans 100 mL de jus ont diminué pendant la maturation du cultivar Bhagwa de 1459.94 a
201.57 mg d'équivalent de catéchine (CAE) en 2011 et de 1045.62 a 150.99 mg ECA en 2012.

Ces travaux de recherche, nous confirment les résultats obtenus de notre étude car les fruits
ont été récoltés au troisiéme stade de maturité. Et vu que c’est une variété précoce, les fruits

au mois d’octobre étaient déja a maturité compléte.

Les tannins peuvent étre classés en deux groupes: tanins hydrolysables et tanins
condensés (également appelés tanins de catéchine ou proanthocyanidines). Les tanins
hydrolysables peuvent étre ensuite divisés en gallotanins, qui fournissent du sucre et de l'acide
gallique a I'nydrolyse, et les ellagitanins qui, par hydrolyse, ne donnent pas seulement du
sucre et de I'acide gallique, mais aussi de I'acide ellagique (Lamy et al., 2016).

L'écorce de grenade est riche en tanins hydrolysables, principalement punicalin,
pédonculagine et punicalagine (Seeram et al., 2005). lls difféerent des proanthocyanidines
dans leurs structures chimiques. En plus des TH, les écorces de grenade contiennent des

acides hydroxybenzoiques tels que les glycosides gallagiques (Amakura et al., 2000).



Ainsi le dosage des tanins hydrolysables montre des teneurs relativement proches pour les
deux extraits d’écorces de grenadier étudi¢ (214.28 mg EAT/g pour I’extrait méthanolique ;
103.50 mg EAT/g pour ’extrait aqueux). Ces teneurs sont importantes par rapport a celles
trouvées par El Falleh et al. (2012), dans I’EM et EA des épicarpes de grenade tunisienne
(teneurs variees entre 139.63 et 62.71 mg EAT/g, respectivement). Et celles trouvées par
Cam et Hisil (2010) dans I’extrait méthanolique et aqueux des écorces de grenade turque

(260.2 £ 12.6 mg EAT/g pour ’EM et 82.6 + 5.6 mg/qg).

Nous constatons que 1’extrait méthanolique se caractérise par la teneur la plus importante
(47.78 mg EC/qg) en tanins condensés et qui est plus importante que les teneurs rapportées par
Saad (2013) (3.2 2 7.7 mg EC/g) ; Li et al (2006) (10.9 mg EC/g MS) et Cam et Hisil (2010)
(3.74 9.5 mg EC/g MS).

Ces résultats montrent clairement que la fraction en tanins hydrolysables dans les écorces du
fruit du grenadier est plus importante que celle des tanins condensés. Saad (2013) signalent
également cette fluctuation entre les teneurs en tanins hydrolysables et tanins condensés dans
les écorces des fruits de grenade des différents cultivars tunisiens. 1ls expliquent cela par les
différences génétiques et environnementales. D’autre part, ils justifient cette fluctuation par la

distinction de I’épaisseur de 1’écorce pour chaque échantillon étudié.

En ce qui concerne le jus de fruit de Punica granatum, la teneur en tanins hydrolysable (TH)
et en tanins condensés (TC) est de 993.57 mg EAT/L et 317.02 mg EC/L, respectivement. Les
résultats pour les TH, sont plus importants que ceux trouvées par Hmid et al. (2016) ou les
teneurs en TH de quelques jus de grenade marocaines variaient entre 216 -730 mg EAT/L.
Contrairement a la teneur en TC qui est dans la méme gamme de variation (251.9 — 648.7 mg
EC/L).

Dans des travaux antérieurs, la composition des jus de grenade en tanins hydrolysables était
de 539.20 mg/L. Alors que la teneur en tanins condensés était presque la méme entre les
cultivars locaux (251.9-644.7 mg/L) et étrangers (296.1 et 648.5 mg/L) (Gil et al., 2000).

El Kar et ses collaborateurs (2011) ont quantifié le contenu en tanins condensés de jus de
grenade, obtenus a partir de 9 écotypes tunisiens (5 écotypes pour la variété Gabsi et 4

écotypes pour la variété Tounsi). Le contenu variait entre 350- 2550mg EC/L.

Les proanthocyanidines (PA) sont des produits finis oligomeéres et polymeres de la voie de la

biosynthése des flavonoides. En plus de cette diversité, les polyphénols peuvent étre associes



a divers glucides, acides organiques et les uns avec les autres. L'existence des
proanthocyanidines dans les aliments communs, y compris les céréales, les fruits, les noix et
les épices, affecte leur texture, leur couleur et leur godt. Toutefois, Ils sont de plus en plus
reconnus comme ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine en raison de leur puissante
capacité antioxydante et de leurs effets protecteurs sur la santé humaine ; réduire le risque de
maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires et les cancers (Dixon et al.,
2005 ; Prior et Gu, 2005 ; Lee, 2010 in Wissam et al., 2012)

Dans cette étude, les teneurs en proanthocyanidines des extraits méthanoliques et aqueux sont
de ’ordre de 24.24 et 4.65 mg EC/g, respectivement. Ces valeurs sont plus élevées que
celles publiées pour cing cultivars de grenades largement répandus en Egypte, elles sont de
I’ordre de 0.085 a 0.339 mg EC/g pour les extraits méthanoliques et de 0.080 a 0.318 mg
EC/g pour les extraits aqueux (Abdel-Hady, 2013). D’autre part, Middha et al. (2013) ont
montré également que 1’extrait méthanolique renferme une teneur plus au moins importante
en proanthocyanidine de I’ordre de 14.09 £1.56 tandis que, elle est de 9.09 + 0.86 mg EC/g

pour I’extrait aqueux.

L’extrait méthanolique des écorces de grenades récoltées au nord de 1’lle Maurice possede

une teneur en proanthocyanidines de 2.48 + 0.08 mg EC/g (Rummun et al., 2013)

Les anthocyanines, qui appartiennent a la famille des flavonoides, sont les principaux
pigments responsables de la couleur des fruits de grenade. Six grands composés
anthocyaniques ont été identifiés dans des fruits a grenade, y compris les mono- et
diglucosides de la cyanidine (rouge), la pelargonidine (orange) et la delphinidine (pourpre)
(Gil et al., 1995 ; Hernandez et al., 1999 ; Fischer et al., 2011). La variabilité de la couleur
dans divers tissus et parmi différentes accessions de grenade provient de différents teneurs en
anthocyanines et de différentes quantités relatives de ses dérivés (Ben Simhon et al., 2015).
D'autres flavonoides et polyphénols peuvent également contribuer a certaines des couleurs
jaunatres observées dans les fruits de grenade (Tanaka et al., 2008 ; Ben Simhon et al.,
2015).

Les anthocyanines sont des molécules commercialement importantes en raison de leurs
propriétés benéfiques a la santé et de couleurs attrayantes. Les avantages potentiels pour la
santé des aliments riches en anthocyanines dérivés des plantes ont été examinés, en mettant
I'accent sur le r6le des anthocyanines dans la prévention du cancer (Wang et Stoner, 2008),

la prévention des maladies cardiovasculaires (Wallace, 2011), les effets antimicrobiens, anti-



inflammatoires (Kong et al., 2003 ; Kowalczyk et al., 2003) et des effets antioxydants
considérables (Schwartz et al., 2009). Le contrble de l'obésité, le contrdle du diabéte et
I'amelioration des fonctions visuelles et cérébrales (Ghosh et Konishi, 2007 ; He et Giusti,
2010 ; Tsuda, 2012).

Les anthocyanines contribuent également a la couleur du fruit, ce qui affecte de maniére
significative le succes du marché. En outre, les anthocyanines jouent un role important dans la
protection des tissus végétaux contre l'irradiation UV (Li et al., 1993 ; Hou et al., 2004) et la
photoinhibition (Gould, 2004). 1l a été également montré que ces pigments doublaient la
durée de conservation des tomates en retardant la maturation excessive et en réduisant la

sensibilité aux moisissures grises (Bassolino et al., 2013 ; Zhang et al., 2013).

Le taux des anthocyanes des extraits méthanoliques (EM), aqueux (EA) et du jus (JPG) est
compris entre 14.41 + 0.42 et 16.75 + 0.34 mg ECG/g d’extrait ; 1586.39 + 44.18 mg

ECGI/L de jus, respectivement.

Dans leur étude, Elfalleh et al. (2011) ont enregistré une teneur en anthocynanine plus
importante dans 1’extrait méthanolique (102.20 + 16.42 mg ECG/g) que dans I’extrait aqueux

(51.02 + 10.33 mg ECG/g). Ce qui est le contraire des résultats trouvées dans notre étude.

La teneur en anthocyanines de notre jus est plus importante que celles rapportées par
Sepulveda et al. (2009), 170 —1342mg ECGI/L ; a celles trouvées par Himd (2013), dans les
jus marocains (teneurs variées entre 64.16 et 188.7 mg ECG/L) ; Fawole et al. (2012) pour
trois cultivars de grenadier (Arkata, Bhagwa et Ruby) cultivés en Afrique du Sud (165.3 et
269.3 mg ECG/L) ; a celles de Li et al. (2015) entre 4 -160 mg ECy/L et aux teneurs
trouvées par Zhuang et al. ( 2011) (27.95 — 82.26 mg ECy/L).

Hernandez et al. (1999) indiquent que l'intensité de la couleur de la grenade augmente au
cours la maturation, et diminue drastiquement aprés 1’écrasement. L’intensité de la couleur
rouge foncée dépendant de la concentration totale des anthocyanes et du profil anthocyanique
(Miguel et al., 2004)

La teneur en anthocyanes totales diminue géenéralement pendant la préparation du jus; Ceci a
un effet direct sur l'intensité de la couleur rouge foncé. L'effet de la méthode d'extraction du
jus de grenade sur sa qualité et sa stabilité des anthocyanes a été évalué par Miguel et al.
(2004); lls ont déclaré que la séparation des arilles manuellement et la centrifugation

ultérieure ont considérablement diminué la teneur en cyanidine 3,5-diglucoside (composé



responsable de la couleur du jus de grenade) dans le jus par rapport a la compression des
moitiés de fruits avec un compresseur électrique. Toutefois, la concentration de ces produits
chimiques a diminué pendant le stockage, bien que la diminution fit beaucoup plus intense a

température ambiante (15 ° C) que sous réfrigération (5 °C).

Turfan et al. (2011) ont évalué les effets des étapes de clarification et de pasteurisation sur
les anthocyanes et la couleur dans le jus de grenade préparé a partir des arilles et des fruits
entiers. Leurs résultats ont prouvé que la clarification a causé des pertes de 4% et 19% de la
teneur en anthocyanes dans le jus des arilles et des fruits entiers, respectivement. La encore,

les effets de la pasteurisation sur les anthocyanes étaient minimes.

L’étude qualitative et quantitative a démontré que la composition chimique des fruits
de Punica granatum differe en fonction du cultivar, de la région de culture, de la maturité, de

la pratique de la culture, du climat et des conditions de stockage.

L’évaluation de DI’activité antioxydante des extraits organiques et du jus frais du fruit de
Punica granatum a été effectuée par trois methodes conventionnelles, afin de tester ces
extraits par rapport aux différents mécanismes réactionnels qu’impliquent ces tests

antioxydants.

L’activité antioxydante du grenadier et de ses dérivés a été largement étudiée ces dernieres
années. Plusieurs études ont été publiées dans ce contexte. En raison de sa richesse en
polyphénols, les écorces et le jus de grenade sont connus pour posséder une forte activité

antioxydante.

Ainsi, les résultats obtenus au cours de cette étude, suggérent que les antioxydants
naturels inhibent le radical DPPH au méme titre que les antioxydants synthétiques (BHT,
BHA et Vit C). Ceci est soutenu par les valeurs d’ICso; Plus cette valeur est faible, plus

I’activité antioxydante est élevée.

Les extraits organiques (méthanolique, aqueux) et le jus de fruit de Punica granatum ont
présent¢ d’importants pouvoirs antioxydants, avec des valeurs d’ICsp de [’ordre de

0.054mg/ml, 0.032 mg/ml et de 0.0012 mg/ml, respectivement.

Zahin et al. (2010) rapportent qu’une concentration de 0.08mg/ml, 1’extraction séquentielle

des polyphénols d’écorces de grenade a donné des pourcentages d’inhibition de I’ordre de :



90.53%, 86.4% et 83.2% pour les fractions de méthanol, d’acétone et d’éthanol,

respectivement.

Shiban et ses collaborateurs (2012) ont étudié 1’activité antioxydante des extraits d’écorces
de Punica granatum en utilisant deux méthodes ; la méthode FRAP et le piégeage du radical
libre DPPH. lIs indiquent que l'activité antioxydante par le test de DPPH de I’extrait
méthanolique a été considérablement élevée, a mesure que la concentration augmentait de
12.5 a 50 ppm. Et que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par 1’extrait

méthanolique a 50 ppm était de 99.3 % tandis que celui de I’extrait aqueux était de 75.4%.

Dans une autre étude menée par Kasliwal et Quadri (2016), I’écorce de grenade présentait
une activité antioxydante tres puissante. Dans une gamme de concentrations (5, 10, 15, 20 et
25 mg/ml) des extraits organiques d’écorces ; le méthanol a donné un pourcentage d'inhibition
de 85.90% a 51.21% par rapport a la gamme de concentrations. A titre indicatif, la valeur

d’ICsp trouvée pour I’extrait méthanolique était de I’ordre de 20mg/ml.

Mansour et al. (2013) montrent que I'extrait méthanolique donne une activité plus élevee que
I'extrait aqueux, les valeurs moyennes (ICsp) ont varié respectivement de 1.9 a 4.3 pg/ml et de
10.2 a 13.1 pg/ml. Contrairement a nos résultats ou I’extrait aqueux a présenté une activité

plus élevée que 1’extrait méthanolique.

Dans d’autres études, Rajan et al. (2011) ; Manasathien et al. (2012) ont révélé des valeurs
d’ICsp élevées pour les extraits aqueux d’écorces de grenade de différents cultivars et étaient

de I’ordre de : 0.135 £39.30 mg/ml et 0.151 £2.70 mg/ml, respectivement.

Elfalleh et al. (2009) ont effectué une étude comparative de I’activité antioxydante par le test
de DPPH, entre les extraits méthanoliques d’écorces et les jus de grenades de six cultivars
tunisiens. Les valeurs d’ICsy sont comparables dans les six écotypes, et variaient de 15.98
+0.60 a 23.98+1.60 pl de jus/ml de DPPH et de 3.20+0.70 a 3.60+0.80 pg d’extrait
méthanolique/ml DPPH.

Les corrélations entre 1’activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques, en
proanthocyanidines et en flavonoides de 1’écorce de grenade, a été étudiée par Wang et al.
(2011). Les résultats obtenus indiquent une forte corrélation entre les composés phénoliques
totaux (R2 = 0.98) et le DPPH, mais il existe aucune corrélation avec les proanthocyanidines
(R2=10.01) et les flavonoides (R? = 0.05).



Dans de nombreux fruits et Iégumes, 1’activité antioxydante peut tre attribu¢ au niveau
de la teneur totale en polyphénols (Gil et al., 2000 ; Sellappan et al., 2002 ; Rababah et al.,
2005 ; Rosenblat et Aviram, 2006 ; Solomon et al., 2006 ; Ranilla et al., 2007).

D’aprés Gil et al. (2000), les principaux composés antioxydants du jus de grenade sont
des tanins hydrolysables, mais les anthocyanes et les dérivés de I'acide ellagique contribuent
également a la capacité antioxydante totale du jus. De méme, Tzulker et al. (2007) ont
expliqué que l'activité antioxydante du jus de grenade issu des arilles peut étre attribuée dans
une large mesure a la teneur totale en phénols et qu'elle est liée au niveau d'anthocyanes. Nos
résultats correspondent & ceux de ces chercheurs. D'un autre c6té, Borochov-Neori et al.
(2009) ont rapporté que la capacité antioxydante et la teneur totale en composés phénoliques
solubles étaient linéairement corrélées (R* = 0,98) alors que la capacité antioxydante et la

corrélation d'intensité de couleur rouge interne étaient faibles (R? = 0,38).

Les polyphénols sont composés de différents types de composés phytochimiques, dans
lesquels I'une des classes dominantes des fruits sont les anthocyanines appartenant au groupe
des flavonoides (Rapisarda et al., 1999). Les anthocyanines sont des pigments solubles dans
I'eau qui sont principalement responsables de la couleur attrayante de nombreux fruits, y

compris le jus de grenade, et ils sont bien connus pour leur activité antioxydante.

La constatation présentée ici nous permet de souligner deux points: (1) I'activité antioxydante
du jus de grenade peut étre attribuée, dans une large mesure, a la teneur totale en phénol; et
(2) I'efficacité antioxydante semble étre liée au niveau des anthocyanines. Conformément a
nos donneées, les teneurs totales en phénols et en anthocyanines semblent étre les principaux
composants de l'activité antioxydante de différentes baies (Prior et al., 1998 ; Aaby et al.,
2005 ; Huang et al., 2012 ; Skrovankova et al., 2015 ; Marhuenda et al., 2016), des figues
(Solomon et al., 2006), des pommes et des péches (Rababah et al., 2005). De méme, une
forte corrélation positive a été trouvée entre les teneurs antioxydantes et anthocyanines dans

les graines d’haricots (Ranilla et al., 2007)

Par ailleurs, Alogbi et al. (2016) rapportent une modeste activité antioxydante de la
punicalagine et du jus de grenade. Les pourcentages d'inhibition causés par le jus de grenade
étaient de 14.4%, 27.5% et 37.9% pour les concentrations (0.05, 0.1 et 0.15 mg/ml)
respectivement, tandis que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en présence de

punicalagine aux mémes concentrations était (12.5%, 23.9% et 30.8%), respectivement.



Des composés phénoliques et des activités antioxydantes de dix jus obtenus a partir d'arilles et
de grenades entiéres, cultivées dans le centre de recherche agricole de la province de Yazd, en
Iran, ont été étudiés (Akhavan et al., 2015). Les principaux phénols dans les jus étudiés
étaient punicalagine A (5.40-285 mg/L), punicalagine B (25.9-884 mg/L) et acide ellagique
(17.4-928 mg/L). Le contenu phénolique et I'activité antioxydante du jus de grenade entiére
étaient significativement plus élevés que ceux des jus obtenus a partir des arilles de grenade
du méme cultivar. Cependant, le contenu (ou le manque) de punicalagines dans le jus de
grenade n'était pas seulement affecté par la méthode d'extraction, mais aussi par le cultivar de
grenade. Neuf anthocyanines individuelles ont été détectées et la teneur totale en
anthocyanines variait de 1.8 a 175 mg /L.

D’autre part, Gil et al. (2000) ont signalé que la capacité antioxydante du jus de grenade était
plus élevée que le vin rouge et le thé vert, en fonction de I'évaluation de I'activité de piégeage
des radicaux libres et de la capacité de réduction du fer du jus. Dans une étude menée
auparavant par Guo et ses collaborateurs (1997), indiquent que les fruits ont une relation
entre la composition antioxydante et l'activité antioxydante, et ceux avec une activité

antioxydante élevée contiennent généralement plus d'antioxydants.

Le test FRAP traite les antioxydants contenus dans les échantillons comme réducteurs
dans une réaction colorimétrique redox et la valeur reflete le pouvoir réducteur des
antioxydants (Huang et al., 2012). Cette méthode a été utilisée fréqguemment pour une
évaluation rapide de la capacité antioxydante totale de divers aliments et boissons (Benzie et
Strain, 1996 ; Moyer et al., 2002), les flavonoides (Luximon-Ramma et al., 2002), et les
différents extraits de plantes contenant des polysaccharides (Xu et al., 2009, Du et Xu, 2014).

Le pouvoir réducteur d’un composé sert d’indicateur significatif de son activité antioxydante
potentielle (Deepa et al., 2009 ; Kanatt et al., 2010 ; Zheng et al., 2011)

A la lumiére de ces résultats, nous remarquons dans un premier lieu, une bonne activité
antioxydante du jus de fruit de Punica granatum. Dans un second lieu, les extraits
méthanoliques et aqueux d’épicarpes de grenade montrent un certain degré de pouvoir
réducteur. Cependant, ce pouvoir réducteur est inférieur a celui de 1’acide ascorbique, qui est

connu pour étre un fort agent réducteur.



Negi et Jayaparkasha (2003) ont rapporté une augmentation significative du pouvoir
réducteur de ’extrait d’écorce de grenade avec 1’augmentation de la concentration de 50 a

400ppm.

Le pouvoir réducteur des antioxydants a été signalé comme étant le plus élevé dans I'extrait
méthanolique sous la forme de 756.44 + 78.4 mg d'extrait Fe' / g suivi de l'acétone (659.61 +
45.6 mg Fe'/g d'extrait) et de I'acétate d'éthyle (495.37+53.8 mg Fe'/g d'extrait) (Pradyuman
et Ranjan., 2015). Les variations de la capacité antioxydante des extraits méthanoliques
peuvent étre attribuées a des différences dans leur contenu phénolique (Gil et al., 2000).
Parmi les neuf variétés d’épicarpes de grenade, la valeur du pouvoir réducteur était comprise

entre 516.66 +118.71 4 699.97 + 96.65 mg Fe'' / g d’extrait (Reza et al., 2011).

Elfalleh et al., (2012) rapportent que le pouvoir réducteur des jus de grenades de six cultivars
tunisiens, variaient de 6.36 mmol/l a 8.65 mmol/l, avec une moyenne de 7.24 +1.24 mmol/l.
Ozgen et al., (2008) ont trouvé des résultats similaires, une moyenne de 7.35 + 0.21 mmol/I

dans six cultivars de grenadiers du sud de la Turquie.

Par ailleurs, Gil et al. (2000) ont rapporté que la capacité antioxydante était plus élevée dans
les jus commerciaux produits a partir de grenades Wonderful récoltées en Californie que
celles obtenues en laboratoire en pressant les arilles a la main et ils ont suggéré que la
punicalagine provenant des écorces est I'un des principaux composés phytochimiques

contribuant a la capacité antioxydante totale du jus de grenade.

Différentes études ont indiqué que le pouvoir antioxydant est lié au développement des
réductones. Ces derniers seraient des terminateurs des réactions en chaine de radicaux libres
(Dorman et al., 2003 : Shon et al., 2003 ; Duan et al., 2006)

L’action antioxydante de ces réductones est basée sur la rupture des chaines de radicaux libres
par donation d’atome d’hydrogéne en le convertissant ainsi en une espéce non-réactive plus
stable. Les réductones réagissent avec certains précurseurs de peroxydes, empéchant ainsi la
formation de peroxyde (Negi et Jayaprakasha, 2003 ; Huang et Prior, 2005 ; Zhang et al.,
2009)

Selon Jayaprakasha et al. (2003) indiquent que I’effet réducteur des extraits de grenade
semble étre du a la présence des polyphénols qui peuvent agir d’'une maniere similaire que les

réductones par donation d’¢lectrons.



En outre, les résultats du test de décoloration B-caroténe ont montré que du le
pourcentage d’inhibition est proportionnel a la concentration et que tous les extraits de la
plante (Punica granatum) ont inhibé le blanchiment du B-carotene a différentes valeurs par le
piégeage des radicaux libres. Cependant, 1’activité antioxydante du jus de fruit (JPG) et de

I’extrait méthanolique de I’écorce (EM) est plus élevée que le BHA.

Zaki et al. (2015) rapportent que les pourcentages d'inhibition des extraits aqueux et
méthanolique de 1’écorce de grenade et du BHA ont augmenté avec la concentration
croissante des extraits. A des concentrations de 100 pg/ml, les valeurs pour les extraits aqueux
et méthanolique de la variété Manfalouty ont atteint 45,5 et 80,21%, et pour celles des extraits
de la variété Wardey, 35,61 et 70,87% respectivement par rapport a celle de BHA (97,5%). lls
indiquent également que les extraits méthanoliques d’écorces des deux variétés de grenade
étudiées ont montré des activités antioxydantes plus fortes que les extraits aqueux. Ceci
pourrait s'expliquer par leurs teneurs phénoliques totales plus élevées.

Selon Frankel et al. (1994), le test de blanchiment au B-caroténe est similaire a une émulsion
lipidique dans l'eau; Frankel et Meyer (2000) ont suggéré que les antioxydants qui
présentent des propriétés apolaires sont les plus important parce qu'ils sont concentrés dans
I'interface lipide-eau, empéchant ainsi la formation de radicaux lipidiques et I’oxydation du -
carotene. Alors que les antioxydants polaires sont dilués dans la phase aqueuse et sont donc
moins efficaces pour protéger les lipides. Il a été constaté que les extraits d'éthanol constituant
une quantité plus élevée de fraction lipophile présentaient une activité antioxydante supérieure
a celles des extraits aqueux, constituant une plus grande quantité de fraction hydrophile
(Frankel et Meyer, 2000). Ainsi, I'activité antioxydante des extraits est basée sur les adduits
radicaux des extraits avec des radicaux libres de I'acide linoléique. Le radical libre de
linoléate attaque les modeles de R-caroténe insaturés. La présence des différents antioxydants
peut nuire a l'importance du blanchiment du B-carotene en neutralisant le radical libre de

linoléate et d'autres radicaux libres formés dans le systeme (Jayaprakasha et al., 2001).

De plus, Ferreira et al. (2006) ont remarque que le test d'inhibition de I'oxydation de I'acide
linoléique couplé a celui du B-carotene, apparait trés utile comme un modele mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques.

La reduction du niveau de peroxyde indique la capacite de la plante a minimiser les
dommages oxydants a quelques tissus vitaux dans le corps parce que la peroxydation des

lipides dans les systéemes biologiques a été longtemps considérée pour étre un phénoméne



toxicologique qui peut conduire a de diverses conséquences pathologiques (Aiyegoro et
Okoh, 2009).

L'étude actuelle a prouvé que le fruit de Punica granatum dans son intégralité est une

source riche d'antioxydants alimentaires.



Chapitre 11.

Etude de I’activité anti-inflammatoire
IN VIVO

11.2. Matériel animal




Nous avons travaillé sur des souris provenant de 1’animalerie du laboratoire de
Pharmacologie-toxicologie du Centre de Recherche et de Développement (CRD) - Saidal, il
s’agit de 138 souris albinos de souche NMRI de poids moyen 25¢, pour 1’étude de la toxicité

aigué et de I’effet anti-inflammatoire.

Les animaux sont hébergés dans des cages solides en plastique. lls sont acclimatés aux

conditions de I’animalerie suivantes :

Une température moyenne variante de 20°C a 25° C.
Une photopériode de 12 heures/ 12 heures.

Une humidité relative de 50%.

lls disposent d’eau du robinet ad libitum et d’une alimentation granulée « O.N.A.B ». La
composition du régime standard qui a servi a l'alimentation des souris est donnée dans

I'annexe I1.
11.2.1 Etude de la toxicité aigué

Afin d'éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était nécessaire de

réaliser des essais de toxicité.
11.2.1.1. Test de la dose limite

Le test de toxicité aigiie des extraits a été réalisé selon la méthode décrite par 1’Organisation

de la coopération Economique et Développement OECD (2008), Essai n°425.

Ce test est réalisé sur un effectif de 15 souris males pesant (25+5g), répartis en trois lots de 5
souris et maintenus a jeun 18 heures avant le début de chagque expérimentation. Nous avons

administré :

¥ Lot 1: L’extrait méthanolique a la dose mere de 2000 mg/kg de poids corporel
dissous dans du NaCl 0.9%.

@ Lot 2 : L’extrait aqueux a la dose mére de 2000 mg/kg de poids corporel dissous dans
du NaCl 0.9%

@ Lot 3: Le jus brut de Punica granatum a la dose mére de 2000mg/kg de poids

corporel dissous dans du NaCl 0.9%.



Nous avons administré 0.5 ml de chaque extrait aux souris par gavage a 1’aide d’une sonde

gastrique (Figure 16).

Les souris sont privées de nourriture mais pas d’eau, pendant 2 heures apres I’administration.
Elles sont observées individuellement dés les 30 premiéres minutes suivant I’administration et
régulierement durant les premiéres 24 heures, puis quotidiennement par la suite, la période
d’observation totalisant 14 jours, pour toute manifestation anormale, hyperactivité,

convulsion et mortalité (Chan et Hayes, 1994).

Figure 16: Administration des doses aux souris par gavage.

11.2.1.2. Test de toxicité aigue des extraits a différentes concentrations/doses

Le test a été réalisé sur un effectif de 75 souris réparties en cing lots pour chague extrait. Nous
avons utilisé des lots de 5 souris, auxquels nous avons administré des doses de 300, 500,
1000, 1500, 2000 mg/kg des solutions tests a savoir 1’extrait méthanolique (EM), I’extrait
aqueux (EA) et le jus de fruit (JPG).

11.2.2. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Pour mettre en évidence 1’activité anti-inflammatoire des extraits d’une plante médicinale, un
modele expérimental d’inflammation aigue de la patte de la souris induit par la carragénine a
été sélectionné.

Cette étude permet de comparer la réduction de I’cedéme plantaire aprés administration de

doses égales du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester.



11.2.2.1. Prétraitement par les extraits

Une heure avant I’injection de la carragénine, des souris pesant (25+5g) sont réparties en 8
lots (n=6), a savoir sept lots traiteés et un lot témoin. Les souris ont €té mises a jeun pendant

18h avant I’expérimentation.
Le gavage a éte réalisé a 1’aide d’une sonde gastrique.

e Lot témoin : regoit par voie orale une solution de NaCl (0.9%) sous un volume
de 0.5 ml.

e Lot standard : recoit par voie orale 0.5 ml d’un produit anti-inflammatoire
(Diclofénac® a 50mg/kg dissous dans du NaCl 0.9%);

@ Six lots traités avec les extraits de Punica granatum L. :

Lot EM 1(n=6): recoit 0.5 ml d’extrait méthanolique de P. granatum a une dose de 250
mg/kg de p.c dissous dans du NaCl 0.9%

Lot EM 2 (n=6): recoit 0.5 ml d’extrait méthanolique de P. granatum a une dose de 500
mg/kg de p.c dissous dans du NaCl 0.9%

Lot EA 1 (n=6): recoit 0.5 ml d’extrait aqueux de P. granatum a une dose 250 mg/kg de
p.c dissous dans du NaCl 0.9%

Lot EA 2 (n=6): regoit 0.5 ml d’extrait aqueux de P. granatum a une dose de 500 mg/kg
de p.c dissous dans du NaCl 0.9%

Lot JPG 1 (n=6): recoit 0.5 ml de jus frais de P. granatum a une dose de 250mg/kg de p.c
dissous dans du NaCl 0.9%.

Lot JPG 2 (n=6): recoit 0.5 ml de jus frais de P. granatum a une dose de 500mg/kg de
p.c dissous dans du NaCl 0.9%.

(Wang et al., 2014 ; Baiju et al., 2015)

11.2.2.2. Induction de I’inflammation

Des cedémes au niveau des pattes des souris sont induits aprés injection sub-plantaire (intra-
articulaire) d’une solution de carragénine au niveau de la patte arriere droite, une heure apres
I’administration de ’extrait par voie orale. L’inflammation causée sera diminuée en présence

de I’extrait ayant une activité anti-inflammatoire (Winter et al., 1962).



11.2.2.3. Injection de la carraghénine

Une heure aprés I’administration des traitements, chaque animal regoit par voie sub-plantaire
dans la patte arriere droite, 50 pl d’une suspension de carragenine a 1% dans du soluté

physiologique (NaCl 0.9%).

Figure 17 : Injection sub-plantaire de la carragénine

11.2.2.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

> Mesure de ’eedéme

Le diametre de la patte a été mesuré, a 1’aide d’un pied de coulisse digital avant et
apres induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure pendant six heures (Figure 18).

L'évolution de I'cedéme de la patte arriére droite a été déterminée a 1 h, 2 h, 3h, 4h, 5h et 6 h.

Patte avant ’injection Patte aprés I’injection Mesure du diametre de la patte




Figure 18: Mesure du diamétre de gonflement de la patte a 1’aide d’un pied de coulisse
digital.

» Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)

Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe

de souris. Il est donné par la formule suivante (Marzocco et al., 2004) :

(D, — Dy) X 100
Dy

% AUG =

Dn : diamétre de la patte la i°™ heure aprés I’injection de la carragénine.
Dy : diamétre de la patte avant I’injection de la carragénine.
» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)

Le pourcentage d’inhibition (%INH) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe de souris
traitées par rapport au lot témoin. Il est obtenu par la formule suivante (Marzocco et al.,
2004)

(% AUG témoin — % AUG traité) x 100
% AUG témoin

% INH =

a. Examen histologique

Les souris sont anesthésiées a 1’éther, et les pattes sont prélevées puis fixés dans une solution

de formole a 10% pour 1’étude histologique.
11.2.3. Etude histologique

Cette étude est realisée a la fin des expérimentations sur les tissus de pattes des souris, au
niveau du service d’anatomie pathologie du Centre Hospitalo-universitaire (CHU) de Beni-

Messous, Alger.
L’¢étude histologique a été réalisée selon le protocole suivant :

a) Fixation :



Les pattes prélevées sont fixées avec du formol dilué a 10%.
b) Décalcification :

La dureté du tissu osseux nécessite un traitement a 1’aide d’agents chimiques permettant de
chélater le calcium. La décalcification facilite 1’obtention de coupes fines exploitables d’un
point de vue microscopique. Durant cette etape, les pattes sont introduites dans une solution

de décalcifiant (980ml de 1’eau distillée + 20 ml de 1’acide nitrique), pendant trois heures.

c) Macroscopie :
La réalisation de fragments pour chaque patte,
Introduction de ces fragments dans des cassettes d’inclusion, les cassettes ont été

marquées sur leur bord au crayon.
d) Circulation :

Introduction des cassettes dans un appareil de circulation ou de déshydratation durant
24heures en passant par 12 bacs comme suit :

- Bac1:formol & 10 % durant une heure et demi-heure,

- Bac 2 : éthanol a 50% durant une heure,

- Bac 3: éthanol & 60° durant une heure,

- Bac 4 : éthanol a 70° durant une heure,

- Bac5: éthanol a 80° durant une heure,

- Bac 6 : éthanol a 90° durant une heure,

- Bac 7: éthanol & 96° durant une heure,

- Bac 8: Xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
- Bac 9: Xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
- Bac 10 : Xylene ou toluéne durant une heure et demi-heure,
- Bac 11 : paraffine liquide durant deux heures,

- Bac 12 : paraffine liquide durant deux heures.

e) Inclusion et enrobage :

Le raffinage a lieu grace a un appareil muni d’un compartiment alimenté en chaleur pour
couler la paraffine (56°C — 58°C), et d’une plaque de refroidissante sur laquelle est mis un

métallique contenant les cassettes ou les pieces sont mises. Une fois les pieces de paraffine



liquide, elles sont laissées refroidir sur une plaque a froid. Ainsi, on obtient les blocs qui
seront utilisés pour donner de fines coupes. Les blocs sont conservés au froid jusqu’a la coupe

des piéeces.
f) Coupe:

Des coupes de 4 sont réalisées a I’aide d’un microtome, le ruban fractionné est porté sur une
lame en verre, la lame est mise sur une plaque chauffante pour permettre un bon étalement et
éviter la formation des plis. Les lames sont marquées sur leur bord par un stylo a diamant.
Ensuite elles sont mises dans un plateau et I’incubation est effectuée sous une température de

(50°C- 56°C) pendant toute la nuit.

g) Coloration :

La coloration est réalisée dans un appareil spécifique avec de I’Hématoxyline Eosine pour les
échantillons des pattes des souris.
Les échantillons sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme suit :
- 3 Bacs de xyléne durant 5 minutes chacune.
- 3 Bacs d’éthanol de concentration de 50°,60°, 90°.
- 1 Bac d’eau distillée pendant 5 minutes
- 1 Bac d’hématoxyline d’Harris durant 8minutes
- 1 Bac de solution de lavage, pour faire laver les larmes pendant 5 minutes
- 1 Bac d’alcool-acide durant 3 secondes.
- 1 Bac de solution de lavage
- 1 Bac d’eau ammoniacale durant 15 secondes
- 1 Bac de solution de lavage durant 5minutes
- 1 Bac d’Eosine durant 3minutes suivi par un lavage pendant 5 minutes
- 3 Bacs d’éthanol de 5 minutes pour chacun

- 3 Bacs de xyléne de 5 minutes pour chacun

h) Montage :

Une goutte d’une solution (EUKITT) est déposée permettant 1’adhésion sur la lame, en
présence d’une lame propre et séche en inclinant progressivement cette derniere de fagon que
la solution s’étende peu a peu et recouvre la coupe sans emprisonner les bulles d’air.

La lamelle est adhérente et la préparation est préte pour 1’observation microscopique.



1) Lecture microscopique :

La lecture est réalisée par un photo-microscopique (Leica Microsystems) et chaque coupe est

photographiée.

11.2.4. Etude statistique

Les résultats obtenues a partir de cette étude ont été analysés en utilisant le logiciel Statistica
version 6.1 (StatSoft, Inc. USA, 2003). Les résultats ont été exprimés en moyenne + 1’erreur
standard de la moyenne (S.E.M), et I'analyse statistique a été réalisée en utilisant I'analyse de

variance a un facteur (ANOVA), suivie du test de Tukey.

11.2.5.4. Discussion



L'inflammation est principalement causée par la génération de radicaux libres. Par
consequent, lI'administration d'antioxydants peut avoir un réle protecteur dans ces conditions.
La plupart des anti-inflammatoires agissent comme antioxydants et éliminent les radicaux

libres générés au cours des processus inflammatoires (Baret et al., 1984).

Dans la présente étude, 1'eedéme de la patte induit par la carraghénine chez des souris a été
utilisé pour évaluer I’activité anti-inflammatoire in vivo, selon la méthode de Winter et al.
(1962). Nous avons utiliseé le Diclofenac, un anti-inflammatoire non stéroidien commun
(AINS) comme témoin positif. Les souris ont été traitées avec les extraits d’écorces (EM et
EA) et le jus brut frais du fruit du grenadier (250 et 500 mg/kg p.c) ou avec le Diclofenac (50
mg/kg) 1 heure avant l'induction de la carrageénine a 1% sous I’aponévrose plantaire de la

patte postérieure droite de la souris.

L’cedéme est évalué par la mesure du diamétre (mm) de la patte dans 1’axe dorsal-plantaire

avant et a des intervalles d’une heure, pendant 6 heures apres injection de la carragenine.

La carragenine, est un produit naturel dérivé d'algues rouges appartenant a une famille de
polysaccharides sulfatés linéaires. L'injection sous cutanée de la carraghénine conduit au
développement d'une réponse inflammatoire (locale) caractérisée par les cing signes
cardinaux bien connus; gonflement, rougeur, chaleur, perte de fonction et une
hypersensibilité locale (Winter et al., 1962 ; Nantel etal., 1999, Meira et al., 2014).
L'cedéme de la patte induite par la carraghénine est un modele standard d'inflammation aigué
accepté comme un outil phlogistique utile pour I'étude de nouveaux médicaments anti-
inflammatoires (Yin et al., 2000 ; Ziyan et al., 2007). Des études antérieures ont indiqué que
la réponse inflammatoire induite par la carraghénine est médiée par de multiples mécanismes
tels que la libération d'eicosanoides, de cytokines, de chimiokines, de produits dérivés de
mastocytes, de neuropeptides, de facteurs de transcription et d'implication de la migration des
neutrophiles (Patil et Patil, 2017).

Il a été établi également que 1'cedéme de la patte induit par l'injection sous-plantaire de la
carragénine est un événement biphasique. L'cedéme est causé par la sécrétion de 5-
hydroxytryptamine (5-HT) au cours de la premiere heure, suivie par des Kinines pour
augmenter la perméabilité vasculaire jusqu'a deux heures et demie. Cette phase précoce est
associée a la libération des médiateurs d’histamine, de sérotonine et de bradykinine. Ces
changements hémodynamiques atteignent un niveau accru a la troisieme heure apres

I’injection de la carragénine et qui diminuent par la suite (Alam et al., 2011 ; Sharififar et



al., 2012). Tandis que la phase tardive se produit en 1 heure et dure 3 heure ou plus, elle est
caractérisée par l'infiltration de leucocytes et médiée uniquement par les prostaglandines
(Vinegar et al., 1969 ; Posadas et al., 2004 ; Wang et al., 2010). La plupart de ces
médiateurs augmentent la perméabilité microvasculaire, ils agissent également comme des
vasodilatateurs et réduisent la résistance artériolaire. En conséquence, la pression capillaire est
élevée, ce qui augmente encore la pression nette de la filtration (Scallan et al., 2010).
L’exsudat s’échappe de la circulation sanguine vers I’espace interstitiel. Cet exsudat est la
cause de I’cedéme localisé, qui a son tour comprime les terminaisons nerveuses et détermine

ainsi une sensation de douleur (Mansour, 2015).

L'cedéme est une caractéristigue commune de la réponse inflammatoire cutanée et dépend
d'une synergie entre les mediateurs de la perméabilité vasculaire et le flux sanguin (Clark,
2013). Une conséquence importante de l'altération de la permeéabilité capillaire dans
Iinflammation locale est I'extravasation des leucocytes (Muller, 2013). Le degré
d'accumulation de ces cellules dans les sites inflammatoires de la peau est lié au flux sanguin

local.

Au cours du suivi des souris témoins et des souris traitées pendant les six heures aprés
I’injection de la carragénine nous avons noté une augmentation du volume de la patte des
souris de tous les lots dés la premiére heure de 1’expérimentation. Cependant, I’inflammation
est plus accentuée chez le lot témoin qui n’a regu aucun traitement. Prouvant ainsi que la
carragenine a belle et bien induit une réaction inflammatoire engendrant un cedeme.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Zhu et al. (2011) ou le volume d'cedéme
aprés injection de la carragénine augmente avec le temps jusqu'a atteindre son niveau
maximal a la troisieme heure. Comme expliquer ci-dessus, le développement oedémateux
peut étre divisé en deux phases:

Dans le groupe témoin, de 0 a 3 heures, I'eedéme provoqué par l'agent phlogistique augmente
progressivement et atteint un maximum a 3 heures (103.60 %). De 3 a 6h: alors que le volume
de la patte dans le groupe témoin reste relativement inchangé, les changements de volume de
la patte dans les autres groupes expérimentaux entrent dans une période de declin, avec une
diminution qui démarque le lot standard des autres. Cette diminution du pouvoir
inflammatoire de la carragénine serait attribuée au pouvoir anti-inflammatoire du

Diclofenac®, un médicament anti-inflammatoire non stéroidien.



Les AINS agissent en inhibant la cyclooxygénase (COX), ce qui inhibe la synthése des
prostaglandines, ce qui confére a cette classe de médicaments ses propriétés analgésiques,
antipyrétiques et anti-inflammatoires (Pereira-Leite et al., 2016). Les AINS peuvent étre
classés comme non sélectifs (inhibant a la fois COX-1 et COX-2) ou inhibiteurs sélectifs de la
COX-2 (célecoxib, étoricoxib, meloxicam et parécoxib). Sachant toutefois que la plupart des
anti-inflammatoires sont cliniqguement efficaces dans la deuxieme phase de Il'inflammation
(Olajide et al., 2000 ; Mehmood et al., 2016).

Dans la présente étude, nous avons montré que l'extrait méthanolique dans les deux doses
(250 et 500 mg/kg p.c) produisait des effets anti-inflammatoires causant une réduction trés
significative de 1'eedéme de la patte de souris induite par la carraghénine en fonction de la
dose. On note également qu’apres 3heures, les deux doses (250 et 500mg/kg) ont présenté une
réduction importante du volume de la patte de 64.08 % et 69.69 % respectivement, comparé

au groupe traité par le Diclofénac (49.13 %).

Baiju et ses collaborateurs (2015), ont découvert que I'extrait méthanolique inhibait de
maniére significative la formation d'cedémes de maniére dose-dépendante. La dose de 500
mg.kg-* p.c, montrait un effet inhibiteur de 70.7 % pour le modéle induit par la carraghénine
sur la formation d'cedéme. Dans la méme étude, ils ont révélé que 1'extrait méthanolique de
I’écorce de fruit de P. granatum montrait une puissante activité dans le piégeage du
superoxyde, hydroxyle et 1’oxyde nitrique in vitro. Il a été rapporté par ailleurs que
I'administration de I'extrait méthanolique augmente les niveaux de superoxyde dismutase, de
catalase et de GSH dans les groupes traités par l'aspirine et I'éthanol induit par l'ulcere
(Ajaikumar et al., 2003).

En outre, nos résultats rejoignent ceux de Labib et EI-Ahmady (2015) qui indiquent que
I'effet anti-inflammatoire de 1’extrait méthanolique (200 mg/Kg p.c) avait diminué de maniére
similaire au groupe recevant le produit de référence d'Indométacine (20 mg /kg p.c) apres 1h.
Apres 2 heures, le groupe traité avec ’EM (200mg/kg) a présenté une diminution importante
du volume d'ecedéme de 53,3%, ce qui était considérablement plus €levé que celui résultant de

I'administration d'Indométacine (44,86%).

Lee et al. (2010) ont démontré la capacité des extraits de grenade a inhiber la production de
NO par les cellules de macrophage RAW 264.7. En outre, ils ont également constaté que

I’extrait de grenadier (100 mg / Kg) a diminué de fagon significative I'edéme de la patte de la



souris induite par la carraghénine pendant plusieurs heures (5 h au maximum). En méme
temps, les auteurs en utilisant une chromatographie sur colonne combinée a un
fractionnement guidé par bioessai in vitro ont trouvé que la punicalagine, la punicaline, la
strictinine A et la granatine B étaient capables d'inhiber la production de NO ainsi que
I'expression iNOS dans des cellules RAW 264.7. La granatine B était celle qui présentait les
effets inhibiteurs de I'INOS et de la COX-2 les plus forts et présentait ces effets dans
I'inhibition du gonflement de la patte et du taux de PGE2 chez les souris induites par la
carraghénine. Selon ces résultats, les auteurs ont proposé que la granatine B puisse étre
utilisée comme marqueur standard de I'effet anti-inflammatoire du grenadier (Lee et al.,
2010).

Dans un second temps, 1’évaluation de D’activité anti-inflammatoire de [’extrait aqueux
d’écorce de Punica granatum s’est révélée plus actif de la troisieme jusqu’a la sixiéme heure

(30.93 % et 63.86 %, respectivement) a une dose de 250 mg/Kg de p.c.

Selon Wang et al. (2014), ’APG (extrait aqueux de Punica granatum) (500 -1000 mg /kg)
inhibait le développement de 1'cedéme a 4-5 h apres le traitement par la carragenine. Pour
I'APG a la dose de 1000 mg/kg p.c, les niveaux de volume d'cedéme ont été abaissés a 61,0%
de ceux observés dans le groupe témoin apres 5 h de traitement. Ces données impliquent que

I'’APG peut agir comme un inhibiteur dans les processus inflammatoires aigus in vivo.

Comme mentionné ci-dessus, la réponse inflammatoire induite par la carraghénine a été liée a
la production de radicaux libres, tels que les radicaux superoxyde et hydroxyle (Mahjoub et
al., 2010). Cependant, ces especes destructrices peuvent étre contrées par des enzymes
antioxydantes intracellulaires et des systemes antioxydants non enzymatiques dans les tissus.

Bachoual et al. (2011) ont étudié l'effet de l'extrait aqueux d’écorces de grenade (PPAE) sur
la production d'espéces réactives d'oxygene neutrophiles humaines (ROS) in vitro et sur
I'inflammation pulmonaire induite par LPS in vivo chez la souris. La PPAE, de maniere
dépendante de la concentration, a inhibé la chimioluminescence amplifiee par luminol des
neutrophiles en repos et des neutrophiles stimulés par I'acétate de myristate de phorbol (PMA)
et de N-formyl méthionylleucylphénylalanine (fMLF). Au contraire, il n'y avait aucun effet
significatif sur la génération d'anions superoxyde, ce qui suggére qu'il n'inhibe pas
directement I'activitt NADPH oxydase ou les voies d'activation, ni ne recueille les anions

superoxyde. Des études in vivo ont montré que la PPAE a également atténué I'inflammation



pulmonaire induite par le LPS chez la souris. En conséquence, la PPAE inhibe l'activité
myéloperoxydase des neutrophiles et atténue l'inflammation pulmonaire induite par le LPS

chez la souris.

D’autre part, ces résultats concordent avec plusieurs recherches qui montrent que I’activité
anti-inflammatoire des extraits de Punica granatum peut s’expliquer en partie par la présence
dans le fruit des composés polyphénoliques comme les tanins hydrolysables et les flavonoides
(Zarfeshany et al., 2017). Ces derniers sont des constituants bien connus des plantes anti-
inflammatoires. Certains flavonoides ont montré une action inhibitrice dans divers modeles
animaux d'inflammation. Par exemple, certains flavonoides ont été révélés pour inhiber les
modeles animaux d'inflammation aigué: cedéme de la patte, cedéme de 1'oreille et pleurésie
(Kim et al., 2017). Quant a la majorité des tanins hydrolysables présents dans les grenades ;
les gallotannins, D’acide ellagique et les tanins gallagyliques, généralement appelés
punicalagines ; ont montré un effet inhibiteur sur la prolifération de cellules cancéreuses
humaines et moduler les voies de signalisation subcellulaires inflammatoires en raison d'une

activité antioxydante élevée (Seeram et al. , 2005).

Dans ce méme contexte, de nombreux travaux de recherches suggerent que les parties
végétales, qui contiennent des tanins, des alcaloides, des flavonoides et des acides
phénoliques, possédent des effets analgésiques et anti-infammatoires sur des animaux
expérimentaux et ces effets pharmacologiques sont obtenus a partir de ces contenus (Mills et
Bone, 2000; Morteza-Semnani et al., 2006). Ajoutant a cela, 1’étude phytochimique menée
dans cette étude montrant la présence de plusieurs composés bioactifs qui pourraient

confirmer I’activité anti-inflammatoire des extraits d’écorces de Punica granatum.

En dernier lieu, le jus de fruit de Punica granatum a la dose de 500 mg/kg réduit de facon
hautement significative I'eedéme induit par la carragénine de la 3*™ heure (39.72%) jusqu’a la
6°™ heure (74.66%). L'inhibition de l'ccdéme par le jus brut de Punica granatum a la dose de
500 mg/kg est comparable, a celle du Diclofenac. Cet effet anti-inflammatoire serait attribué a
la présence des composés phénoliques tels que les tanins hydrolysables, les flavonoides, les

anthocyanes ; identifiés et quantifiés précédemment lors de I’¢tude phytochimique.

L’ellagitanin est un type de tanins qui peut étre décompose en acide hydroxybenzoique tel que
I'acide ellagique. Il est largement utilisé dans les chirurgies plastiques, ce qui empéche la mort
du volet cutané en raison de son activité antioxydante. Deux autres ellagitannins qui se

trouvent dans le jus de grenade et 1’écorce sont punicalagin et punicalin.



Rogerio et al., (2006) ont examiné les effets anti-inflammatoires et antinociceptifs de I'acide
ellagique dans un modéle animal. Leurs résultats suggérent que l'acide ellagique diminue
significativement l'ccdéme de la patte mesuré par un pied a coulisse apres une injection de
1% de carraghénine et diminue le nombre de périodes de contorsion provoquees par l'acide.
Ces peériodes d'induction de la rétention peuvent provenir de I'inhibition de la COX ou d'une

autre voie anti-nociceptive.

En outre, plusieurs classes de flavonoides de grenade comprennent des anthocyanines, des
flavan 3-ol et des flavonols. Le jus et I’écorce de grenade contiennent également de la
catéchine qui présente une activité antioxydante élevée. Ce sont des composes essentiels a la
production d'anthocyanine avec un rble antioxydant et anti-inflammatoire.

Tandis que les anthocyanes qui sont a I’origine de la couleur rouge du jus, ne se trouvent pas
dans I’écorce. Tous les flavonoides de grenade présentent une activité antioxydante avec
inhibition indirecte des marqueurs inflammatoires tels que le facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a) (Newman et Lansky, 2007)

Par ailleurs, I'inhibition de la COX par des anti-inflammatoires non stéroidiens conventionnels
(AINS) peut nuire a la fonction cardiovasculaire en raison de la suppression de la PGI2
(prostacycline), un prostanoide nécessaire a I'noméostasie cardiovasculaire qui empéche
I'agrégation plaquettaire, régler I'expression de I'adhésion des cellules endothéliales Molécules
(Grosser et al., 2006). Fait intéressant, le contraire semble vrai pour le jus de grenade (PJ).
Comparé au jus d'orange, au jus de raisin pourpre (PGJ) et au café, PJ a favorisé le plus
fortement I'expression de PGI2 chez des sujets humains 20 min et six heures apres
consommation, Bien que la PGJ favorise plus fortement I'expression de la PGI2 deux heures
aprés la consommation, mais seule la PJ favorise la synthése de la PGI2 dans les cellules
endotheliales de I'aorte humaine (HAEC) in vitro (Polagruto et al., 2003).

Dans la présente étude, les extraits d’écorces et du jus brut du fruit de P. granatum dans les
deux doses ont produit un effet anti-cedémateux significatif sur 'eedéme de la patte induit par
la carragenine. Les doses les plus élevées des extraits ont montré un meilleur effet anti-
inflammatoire. lls sont efficaces aprés la premiére heure, suggérant ainsi que les extraits (EM,

EA et JPG) inhibent la seconde phase de I'inflammation induite par la carragenine.

Par ailleurs, I'administration de ces extraits d’écorces et du Jus de fruit de grenade ont

présenté une inhibition de l'inflammation proche de I'effet inhibiteur du Diclofenac de



maniere dose-dépendante. Cela suggere que le fruit de Punica granatum dans sa totale

globalité a le potentiel d’inhiber 1'inflammation aigue.

Il a été trouvé que la grenade et les constituants chimiques sélectionnés et isolés a partir de
jus, d’écorce et de graines ont une large gamme d'effets: (1) I'inhibition de I'expression de la
cyclooxygeénase-2 (COX-2) et finalement la biosynthese des eicosanoides (Schubert et al.,
1999 ; Shukla et al., 2008) ; (II) la suppression synergique de I'expression d'une cytokine
inflammatoire (Adams et al., 2006); (I11) I'inhibition des MMP de matrice (Okamoto et al.,
2004 ; Ahmad et al., 2005 ; Aslam et al.,2006)

Sur la base de ces rapports, on peut déduire que l'effet inhibiteur des extraits de Punica
granatum sur l'inflammation induite par la carraghénine peut étre dd a l'inhibition des

médiateurs responsables de I'inflammation.

Par conséquent, la présente étude a prouvé que l'activité anti-inflammatoire de 1’écorce
et du jus de fruit de P. granatum peut étre due a ses puissantes propriétés antioxydantes. En
conclusion, les résultats de notre étude fournissent une base scientifique pour l'utilisation
traditionnelle des extraits de P. granatum pour la gestion des douleurs inflammatoires.
Cependant, d'autres expériences sont nécessaires pour isoler le principe actif et comprendre le

mécanisme d'action correct du compose.



Chapitre 1.

Etude de I’activité antioxydante
In VIVO




11.3. Matériel animal

Un effectif de 45 rats Wistar males de poids corporel entre (150-200 g) ont été regroupés et
logés dans des cages de cing animaux par cage et maintenus dans des conditions de
laboratoire standard avec cycle d'obscurité et de la lumiere. Ils ont libre accés a lI'alimentation

et l'eau ad libitum.
11.3.1. Répartition des rats

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits d’écorces et du jus brut du fruit de Punica

granatum est déterminée par la méthode expérimentale de Pirinccioglu et al. (2012).

Les rats ont été répartis en huit groupes de cing rats chacun. Les groupes ont été désignés

comme suit :

Groupe I: Rats témoin,

Groupe 11: Rats traités avec le CCly,

Groupe I11: Rats traités par ’UDCA + CCly,

Groupe 1V: Rats traités par jus brut (JPG) + CCly,

Groupe V : Rats traités par I’extrait méthanolique (250mg /kg) + CCl,,
Groupe VI : Rats traités par I’extrait méthanolique (500mg/kg) + CCl,,
Groupe VII : Rats traités par I’extrait aqueux (250 mg/kg) + CCly,
Groupe VIII : Rats traités par I’extrait aqueux (500 mg/kg) + CCl,.

Le poids corporel a été mesuré chaque semaine.

11.3.2. Induction de I’intoxication
Le tétrachlorure de carbone est utilisé pour I’induction de 1’intoxication. L’huile d’olive est

utilisée pour préparer la solution d’intoxication (1:1, v/v).

Par ailleurs, 1I’Ursolvan® (200mg) est utilisé comme produit de référence ; la substance active

est I’acide ursodésoxycholique (UDCA).
11.3.3 Prétraitement par les extraits

Avant I’entame de 1’expérimentation, les rats ont été mis a jeun pendant 18h. Le gavage a été

réalisé a I’aide d’une sonde gastrique (Figure 38).



2 Lot non traité

e Groupe I (Contr6le normal) : recoit par voie orale une solution de 2ml de Na ClI
(0.9%).

* Lots traités :

Les groupes Il et 1V, V, VI, VII, VIII ont été traités avec du CCl, (1:1 dans de [I'huile

d'olive) a raison de 1 ml/kg de poids corporel (Dose hebdomadaire).

Groupes |1 : recgoit une dose journaliere de CCl; a 0.1 ml/kg p.c (1:1 dilué
dans de I’huile d’olive)

Groupe |11 : recoit par voie orale 2 ml du produit de référence UDCA
(10mg/kg de poids corporel) dissous dans du NaCl 0.9%, chaque jour pendant
3 semaines, respectivement.

Groupe 1V : recoit le jus brut frais du fruit de P. granatum (2 ml/kg de poids
corporel, dose journaliere)

Groupe V : recoit 2 ml d’extrait méthanolique de P. granatum a une dose de
250 mg/Kg de PC dissous dans du NaCl 0.9% (Dose journaliére)

Groupe VI : recoit 2 ml d’extrait méthanolique de P. granatum a une dose de
500 mg/Kg de PC dissous dans du NaCl 0.9% (Dose journaliére)

Groupe VII : recoit 2 ml d’extrait aqueux de P. granatum a une dose de 250
mg/Kg de PC dissous dans du NaCl 0.9%

Groupe VIII : recoit 2 ml d’extrait aqueux de P. granatum a une dose de 500
mg/Kg de PC dissous dans du NaCl 0.9%

Figure 38: Administration par voie orale des extraits aux rats a 1’aide d’une sonde gastrique.



11.3.4. Prélevements sanguins

A la fin de la 3°™ semaine de la période expérimentale, des prélévements sanguins sont
effectués chez les rats a jeun et sous anesthésie par I’éther diéthylique. Ils sont réalisés dans le
jour méme d’cuthanasie a partir du sinus caverneux par le biais des tubes de micro
hématocrites (Figure 39). Au cours de chaque prélévement, 2 a 3 ml de sang sont recueillis
dans deux différents types de tubes contenant des anticoagulants (héparine, EDTA), ensuite
les tubes heparinés sont centrifugés a 2000 g (rpm) pendant 10 min, et le sérum a été stocké a

4°C pour une analyse biochimique.

Figure 39 : Prélevement sanguin a partir du sinus caverneux par le biais des tubes micro-
hématocrites

11.3.5. Analyses biochimiques

Les parametres suivants: l'aspartate aminotransférase sérique (AST), alanine
aminotransférase (ALT), bilirubine totale (TB), phosphatase alcaline (PAL) ont été mesurés

par des méthodes enzymatiques.

11.3.6. Procédure histologique

Apres I’euthanasie des rats a la fin de I’expérimentation, leurs foies, reins et cerveaux sont
soigneusement prélevés (Figure 40), examinés, rincés rapidement avec une solution de NaCl
a 0.9% glacée. Les foies sont pesés et divisés en deux sections ; une section pour I’examen
histologique et une autre qui servira pour la détermination de I'acide thiobarbiturique



(TBARS). Aprés I’exérése, les échantillons d’organes sont conservés dans du formol & 10 %

pour 1’étude histologique.

Figure 40: Sacrifice et prélevement des différents organes.

11.3.7. Détermination de I'acide thiobarbiturique (TBARS) réactive des substances dans

les échantillons de tissus

Les échantillons de foie ont été homogénéisés avec 120 mM de KCI, 50 mM de tampon
phosphate pH 7,4 (1/10, p/ v).

Les homogénats ont été centrifugés a 700 g a 4°C pendant 10 minutes et le surnageant a été

maintenu a + 20°C jusqu'a utilisation.

Le niveau du MDA des échantillons des tissus hépatiques a été mesuré par la méthode de
réaction de I'acide thiobarbiturique (TBARS). TBARS ont été déterminées par calorimétrie
(Draper et Hadley, 1990).

En bref, 1 ml de chaque échantillon a été mélangé avec 1 ml de TCA a 10% et 1 ml de TBA
0.67%, puis on chauffe dans un bain d'eau bouillante pendant 15 min. Les tubes ont été
refroidis sur de la glace, et le complexe trimethin de couleur rose a été extrait dans 3 ml de n-

butanol.

La phase organique a été séparée par centrifugation pendant 10 min a 3000 g; MDA, un
produit intermédiaire de la peroxydation lipidique a été déterminé par l'absorbance a 535 nm.
Une courbe standard pour TBARS a été préparé avec 1,1,3,3 tétraméthoxypropane dans une
plage de concentration de 0.1-10 nmol. Les résultats sont exprimés en nanomoles MDA par

gramme de tissu.



11.3.8. Etude histologique

Cette étude est réalisée a la fin des expérimentations des tissus cérébraux, hépatiques et
rénaux au niveau du service d’anatomie pathologic du Centre Hospitalo-universitaire (CHU)

de Beni Messous, Alger.

L’¢étude histologique a été réalisée selon le protocole suivant :
J) Fixation :
Les organes prélevées sont fixées avec du formol dilué a 10%.

k) Macroscopie :
La réalisation de fragments pour chaque organe,
Introduction de ces fragments dans des cassettes d’inclusion, les cassettes ont été

marquées sur leur bord au crayon.
1) Circulation :

Introduction des cassettes dans un appareil de circulation ou de déshydratation durant
24heures en passant par 12 bacs comme suit :

- Bac 1: formol a 10 % durant une heure et demi-heure,

- Bac 2: éthanol & 50% durant une heure,

- Bac 3: éthanol a 60° durant une heure,

- Bac 4 : éthanol a 70° durant une heure,

- Bac 5: éthanol & 80° durant une heure,

- Bac 6: éthanol & 90° durant une heure,

- Bac 7 : éthanol a 96° durant une heure,

- Bac 8: Xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
- Bac 9: Xyléne ou toluene durant une heure et demi-heure,
- Bac 10 : Xylene ou toluéne durant une heure et demi-heure,
- Bac 11 : paraffine liquide durant deux heures,

- Bac 12 : paraffine liquide durant deux heures.



m) Inclusion et enrobage :

Le raffinage a lieu grace a un appareil muni d’un compartiment alimenté en chaleur pour
couler la paraffine (56°C — 58°C), et d’une plaque de refroidissante sur laquelle est mis un
métallique contenant les cassettes ou les pieces sont mises. Une fois les pieces de paraffine
liquide, elles sont laissées refroidir sur une plaque a froid. Ainsi, on obtient les blocs qui
seront utilisés pour donner de fines coupes. Les blocs sont conservés au froid jusqu’a la coupe

des piéeces.
n) Coupe :

Des coupes de 4 sont réalisées a I’aide d’un microtome, le ruban fractionné est porté sur une
lame en verre, la lame est mise sur une plaque chauffante pour permettre un bon étalement et
éviter la formation des plis. Les lames sont marquées sur leur bord par un stylo a diamant.
Ensuite elles sont mises dans un plateau et I’incubation est effectuée sous une température de

(50°C- 56°C) pendant toute la nuit.
0) Coloration :
Deux types de colorations sont nécessaires pour la réalisation de cette étape.

La coloration est réalisée dans un appareil spécifique avec de I’Hématoxyline Eosine pour les
échantillons du tissu cérébral et le trichrome de Masson pour colorer les échantillons de
tissus de foie et de rein.

= Coloration a ’Hématoxyline-eosine
Les échantillons sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs bacs comme suit :

- 3 Bacs de xyléne durant 5 minutes chacune.

- 3 Bacs d’éthanol de concentration de 50°,60°, 90°.

- 1 Bac d’eau distillée pendant 5 minutes

- 1 Bac d’hématoxyline d’Harris durant 8minutes

- 1 Bac de solution de lavage, pour faire laver les larmes pendant 5 minutes
- 1 Bac d’alcool-acide durant 3 secondes.

- 1 Bac de solution de lavage

- 1 Bac d’eau ammoniacale durant 15 secondes



- 1 Bac de solution de lavage durant 5Sminutes
- 1 Bac d’Eosine durant 3minutes suivi par un lavage pendant 5 minutes
- 3 Bacs d’¢éthanol de 5 minutes pour chacun

- 3 Bacs de xyléne de 5 minutes pour chacun

= Coloration de trichrome de Masson

Les échantillons de foie et de rein sont traités par plusieurs produits et dans plusieurs bacs

comme suit :

- 3 Bacs de xyléne durant 5 minutes chacune.

- 3 Bacs d’éthanol de concentration de 50°,60°, 90°.

- 1 Bac d’eau distillée pendant 5 minutes

- 1 Bac d’hématoxyline d’Harris durant 8minutes

- 1 Bac de solution de lavage, pour faire laver les larmes pendant 5 minutes

- 1 Bac de fuchsine ponceau (dilué a 1 pour Sdans de I’eau acétifiée) pendant 10
minutes.

- 1 Bac de solution de lavage a I’eau acétifiée pendant 5 minutes

- 1 Bac du colorant vert-lumiére pendant 5 minutes suivi par un lavage pendant 5
minutes

- 3 Bacs d’éthanol de 5 minutes pour chacun

- 3 Bacs de xyléne de 5 minutes pour chacun

p) Montage :

Une goutte d’une solution (EUKITT) est déposée permettant 1’adhésion sur la lame, en
présence d’une lame propre et séche en inclinant progressivement cette derniere de fagcon que
la solution s’étende peu a peu et recouvre la coupe sans emprisonner les bulles d’air.

La lamelle est adhérente et la préparation est préte pour 1’observation microscopique.
g) Lecture microscopique :

La lecture est réalisée par un photo-microscopique (Leica Microsystems) et chaque coupe est

photographiée.



11.3.9. Etude statistique

Les valeurs des parameétres ont toutes été exprimées en moyenne + SEM. Les différences
significatives entre les groupes ont été déterminés par une analyse de variance a un facteur
(ANOVA — One Way) en utilisant le logiciel Statistica version 6.1 (StatSoft, Inc. USA, 2003).

Les résultats ont été considérés comme significatifs si la valeur de P était <0,01.

11.3.10. Résultats



11.3.10.1. Evolution du poids corporel des rats normaux et expérimentaux

La figure 41 présente 1’évolution des poids corporels des rats pendant la période

expérimentale.
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Figure 41: Evolution du poids corporel des animaux au cours de I’expérimentation. Chaque
valeur représente la moyennextSEM de 5 animaux par groupe. * p<0.01; **p<0.001;

***n<0.0001 Significativement différent de la premiére semaine.

La figure 41 représente 1’évolution du poids corporel des animaux durant 20 jours (3
semaines) d’expérimentation. Il en ressort que les rats normaux (Contrdle normal) ayant re¢u
de I’eau physiologique uniquement, présentent une augmentation hautement significative du
poids corporel durant la 3eme semaine par rapport a la lere semaine (p<0.0001). Les valeurs
moyennes du poids corporel étaient de I’ordre de : 114.34 g (lere semaine) ; 117.35 (2eme
semaine) et de 147.67g a la fin de cette étude (Tableau 21, figure 41).

Contrairement au contr6le normal, le poids corporel des rats du control négatif traités avec du
CCl4 a connu des fluctuations au cours de I’expérimentation ou aucune difference trés
significative est observée entre la valeur moyenne du poids corporel en début

d’expérimentation (123.09g) et en fin d’expérimentation (117.38g).

Chez les rats du contrdle positif traités avec le produit de référence I’'UDCA (10mg/kg) et

avec du CCl, a raison de 1 ml/kg de poids corporel, une dose hebdomadaire au cours des 3



semaines de I’expérimentation. Le poids corporel a continué¢ a évoluer jusqu’a la fin de

I’expérimentation (p<0.001).

Toutefois, aucune différence significative n’est observée chez les rats traités par les extraits
d’écorces (EM, EA), alors que pour le jus de fruit de Punica granatum, une différence

significative est observé la derniere semaine.

En outre, I’étude statistique nous a permis de conclure en comparant les valeurs moyennes du
poids corporel des rats traités avec les extraits du grenadier a celles des rats du contréle
normal, du contrdle négatif ainsi que les rats traités avec le produit de référence (UDCA,

controle positif) ;

- Le lot traité par le jus de grenade n’a présenté aucune différence significative par rapport
aux rats témoins et ceux traités par I’UDCA alors que leur poids corporel est

significativement différent de celui du contréle négatif a la troisiéme semaine (p<0.01).

- Les groupes (VII, VIII) traités par I’extrait aqueux aux doses de 250mg/kg et 500mg/kg,
une différence significative (p<0.01) est observée par rapport au témoin a la lere et 3eme
semaine, respectivement. Contrairement aux rats traités par ’EA a 250 mg/kg qui n’ont
presenté aucune difference significative comparativement au contrble positif et négatif,
I’extrait aqueux a la dose de 500 mg/kg a présenté une différence hautement significative du
début jusqu’a la fin de I’expérimentation.

- Cependant, les rats qui ont été traités avec 1’extrait méthanolique a 500mg/kg ont montré
d’une part, une différence hautement significative de la 1%® & la 6°™ semaine de
I’expérimentation comparativement aux groupes | et Il (p<0.0001). Alors qu’une
différence significative est enregistrée a la 2 °™ semaine de I’expérience (p<0.01) et
hautement significative en fin d’expérimentation (p<0.0001) en comparaison avec le
contréle négatif.

- En outre, le groupe V traité¢ avec ’extrait méthanolique (250mg/kg) une différence tres
significative est observée par rapport au contrble négatif (p<0.001) et hautement
significative comparativement au poids corporel des rats traités par le produit de référence
I’UDCA.

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que le poids corporel des rats traités par les
extraits de Punica granatum a continué évoluer au cours des trois semaines de

I’expérimentation au méme titre que les rats traités par le produit de référence I’'UDCA.



11.3.10.2. Parameétres biochimiques

L’effet de I’intoxication sur les paramétres biochimiques (ALT, AST, BT, PAL) des rats

normaux et expérimentaux est representé dans le tableau (Annexe 111).

Les activités enzymatiques d’ALT et de I’AST mesurées au niveau des sérums sanguin des

rats normaux et expérimentaux sont reportées dans la figure 43.
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Figure 42: Dosage de I’ Alanine aminotransférase et de 1’ Aspartate aminotransférase sérique.

Les valeurs sont données en moy+SEM (n=5).

Comparaison par rapport au groupe Il ; (***, p<0.0001)

Les taux d'AST, d’ALT, du BT et du PAL ont été trouvés entre 151.66 + 30.56Ul/l, 47 +
4.49U1/1, 2.08 £ 0.12mg/dl et 0.79+0.47mg/dl chez les rats du contrdle normal (groupe 1)

(Tableau 22, annexe 111), respectivement.

Les résultats montrent que lI'administration du CCl, a considérablement augmenté les activités
des taux d'AST et d'ALT dans le sérum du groupe Il en comparaison avec les groupes I, IlI,
IV, V, VI, VII, VIII. Une différence hautement significative est observée (p<0.0001).
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Figure 43: Dosage de la bilirubine totale dans le sérum des rats normaux et expérimentaux
Les valeurs sont données en moy+SEM (n=5).

Comparaison par rapport au groupe Il ; (*, p<0.01)

Les taux de bilirubine total ont également augmenté de 2.08+0.12 a 11.43+7.86 mg/l chez les
rats du groupe Il. Cette augmentation était significativement plus élevée (p<0.01) que les
valeurs obtenues dans les autres groupes (groupes I, 111, IV, V, VI, VII, VIII). L’effet du jus
de grenade et des extraits d’écorces était comparable a celui de 'UDCA (produit de

référence) dans tous les marqueurs enzymatiques testes.

A T’exception du taux de la phosphatase alcaline qui était plus élevée chez les rats traités par
le jus de fruit (JPG a 2mg/kg, groupe 1V) par rapport aux rats des groupes I, I, V, VI, VII,
VIII. Les niveaux de PAL ont augmenté de 0.79+0.47 Ul/lI a 144.67+14.68Ul/I chez les rats
du groupe IV. Le groupe | (Contréle normal), groupe Il (Controle positif) et le groupe VII
(recu I’extrait aqueux a 250mg/ml) n'ont pas montré tout changement important dans les

niveaux de la phosphatase alcaline.

Toutefois, nous remarquons que les taux de la phosphatase alcaline ont diminué chez les rats
des groupes V (recu ’EM a 250mg/kg), groupe VI (recu I’EM a 500mg/kg) et le groupe VIII
(regu ’EA a 500mg/kg). Les valeurs étaient de 0.04+0.03, 0.01+0.003 et de 0.03+0.01 UI/I,

respectivement.



11.3.10.5. Discussion

Dans I'évaluation des dommages hépatiques par les hépatotoxines, le CCl, est I'un des plus
utilisés dans I'étude expérimentale des maladies du foie. La toxicité au tétrachlorure de
carbone CCly, qui est un toxique organochloré a tropisme essentiellement hépatique et dont le
mécanisme d’action physiopathologique a été décrit par plusieurs auteurs, entre autres
Letteron et al. (1990), Peter (2010) et Sarada et al. (2012), permet de mieux appréhender
les dommages hépatiques dont il est responsable. En effet, la métabolisation hépatique du
tétrachlorure de carbone (CCl;) commence par sa transformation en ses métabolites primaires
(trichlorométhyl (CCl3) et trichlorométhylperoxyde (CCl30,°)) grace a la cytochrome P450
oxydase hépatique, principal systétme enzymatique responsable des réactions
d’oxydoréduction des xénobiotiques au niveau du foie et des reins (Singh et al., 1999 ;
Sourabie et al., 2012 ; Pisoschi et Pop, 2015).

Le trichlorométhylperoxyde est un radical libre hautement réactif qui va initier une
lipoperoxydation (peroxydation lipidique) autrement dit 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés des phosphomembranes lipidiques des hépatocytes (Sourabie et al., 2012).

Une conséquence de cette activité radicalaire est la désagrégation des membranes des
hépatocytes dont les enzymes intra-cytoplasmiques entre autres les transaminases (AST/GOT
et ALT/GPT) et la phosphatase alcaline (PAL) vont se déverser dans le milieu extracellulaire

(plasma sanguin) ; toute chose entrainant une élévation significative des marqueurs sériques.

Les résultats de cette étude ont démontré que l'injection du CCl, a des rats induit de graves
Iésions hépatiques qui sont détectées en raison de l'augmentation des taux des enzymes
sériques I’AST et 'ALT. El-Khadragy (2011) ; Srivastava et Shivanandappa (2006) ;
Abdel-Moneim et al. (2010), ont rapporté les mémes constatations que 1’administration du
CCl4 a des rats augmente considérablement les taux sériques d'AST, d'ALT, d'PAL, de GGT
et de BT, reflétant ainsi la gravité des lésions hépatiques.

Les aminotransférases contribuent a un groupe d’enzymes qui catalysent l'interconversion des
acides aminés et des o-cétocides par le transfert du groupe amino. Ce sont des enzymes
specifiques du foie et sont considérés comme des indices tres sensibles et fiables pour les

hépatotoxiques nécessaires ainsi que I'effet hépatoprotecteur ou curatif de divers composeés.

D’autre part, les niveaux d'enzymes chez les rats traités par les extraits de grenade étaient a

des niveaux proches de la normale. Ces résultats montrent que les extraits d’écorces (EM,



EA) et le jus (JPG) de grenade peuvent stabiliser les membranes des cellules hépatiques et
empécher la fuite des enzymes. Prévenir la production de radicaux libres et les neutraliser
ainsi que le potentiel de protection de cette plante contre les hépatotoxines peut étre attribué a

son effet cicatrisant et ou régénérateur.

Par ailleurs, l'activité de la phosphatase alcaline (PAL) sérique et de la bilirubine est
également liée a la fonction de la cellule hépatique. La phosphatase alcaline est une enzyme
glycoprotéique liée a la membrane avec une concentration élevée dans les sinusoides et
I'endothélium. Cette enzyme atteint le foie principalement de l'os. Il est excrété dans la bile;
par conséquent, son élévation dans le sérum se produit lors des maladies hépatobiliaires. Nos
résultats utilisant le modele d'hépatotoxicité induite par le CCl4 chez les rats ont démontré que
les extraits de Punica granatum diminuaient l'activité des taux sériques de la PAL et de la
bilirubine totale. La stabilisation du taux de I’ALT, de la PAL et de la bilirubine totale par les
extraits d’écorces aux doses 250 et 500mg/kg est un indicateur de l'amélioration de I'état
fonctionnel du foie. A I’exception du groupe traité par le jus de grenade a raison de 2ml/kg ou
nous remarguons une augmentation du taux de la phosphatase alcaline par rapport aux rats du

contréle négatif traités par le CCl,.

Ces résultats sont également soutenus par 1’étude histopathologique des tissus hépatiques et
rénaux des différents groupes. Cependant, les échantillons du cerveau de tous les groupes ont
montré une apparence normale. Il semblerait que le CCly n’a pas traverser la barriére hémato-
encéphalique. Des observations similaires ont été observées par Pirinccioglu et al. (2012).
Ces derniers ont constaté que la toxicité du CCl, dans le cerveau est relativement plus faible
que dans le rein et le foie. Ceci est probablement di a une dose limitée du CCl,.

Plusieurs études ont été effectué sur I’effet protecteur du jus de grenade contre 1’intoxication
au CCl4 chez les ratsentre autre les travaux menés par El-Khadragy en (2011) et
Pirinccioglu et al. en (2012). Les niveaux accrus des enzymes sériques ont été
significativement diminués par le traitement avec du jus de fruit de P. granatum, ce qui
implique que le jus a empéché les dommages au foie, ceci a été confirmé par la quantité

réduite de Iésions histopathologiques.

En effet, le jus a aboli les lésions induites par le CCl,, cette hépatoprotection serait
probablement attribuée a ses propriétes anti-inflammatoire et antioxydantes (et/ou scavenger)
(Gil et al., 2000 ; Zarfeshany et al., 2014).



Le jus de grenade est riche en flavonoides connues par leurs pouvoirs anti-inflammatoires et
antioxydants. Comme ils sont connus pour diminuer I’hépatotoxicité causée par les produits
chimiques (xénobiotiques) et protégent contre les dommages causes par le stress oxydatif
(Olaleye et al., 2014). Cet effet antioxydant du jus de grenade agit en arrétant la formation du
radical trichlorométhyle a partir du métabolisme du CCl, et que ce facteur de protection peut
étre du a son action en tant que donneur d’électrons aux radicaux libres (Prasetyastuti et al.,

2017).

La grenade présente une bonne capacité antioxydante et est un piege efficace pour plusieurs
especes réactifs de 1’oxygene, principalement en raison de sa contenance élevée en acides
phénoliques, flavonoides et autres composés polyphénoliques (Aviram et al., 2000). Notre
étude a montré également que le cultivar sélectionné Doux de Messaad pouvait étre une
source naturel de composés phénoliques. Et que 1’évaluation de I’activité antioxydante in
vitro par ’utilisation de trois méthode a savoir le piégeage du radical libre (DPPH), la
réduction du fer (FRAP) et le blanchiment du B-carotene, a permis de démontrer que les

extraits étudiés et/ou le fruit du grenadier sont dotés d’un excellent potentiel antioxydant.

Ces résultats sont accord avec une étude menée par Zhen et al. (2007), qui a montré que les
composés polyphénoliques protegent de la cirrhose du foie induite par le CCl4. Selon d’autres
recherches (Li et al., 2011), les effets protecteurs et antioxydants des extraits végétaux
contenant des phénols contre les Iésions hépatiques induites par le tétrachlorure de carbone

étaient liés aux effets de piégeage des radicaux libres.

Le fruit du grenadier contient des composes précieux dans différentes parties du fruit dont les
effets fonctionnels et médicinaux tels que les effets antioxydants, anticancéreux et
antiathérosclérotiques ont été confirmés (Perze-Vicente et al., 2002 ; Mertens-Talcott et al.,
2006). Dans une étude précédente, il a été rapporté que I’extrait méthanoique de I’écorce de
grenade possédait une activité antioxydante élevée dans divers modeéles in vitro et in vivo
(Singh et al., 2002). Les extraits d’écorces offrent également une protection contre la toxicité

du CCI4 (Murthy et al., 2002 ; Khalil, 2004).

En conclusion, les effets protecteurs de P. granatum sont présentés de multiples fagons. P.
granatum récupeére les radicaux libres produits par le CCl4 et augmente I'activité du systéeme
antioxydant-défense. Les actions de P. granatum ont une importance clinique significative,

car l'abus d'alcool ou d'autres xénobiotiques endommagent le foie d'une maniere similaire a ce



modele d'intoxication par le CCl4. D'autres études sur les composés antioxydants individuels
isolés des extraits d’écorces ou du jus de grenade de P. granatum sur les hépatocytes doivent
étre menées, ce qui nous permettra de comprendre le mécanisme exact de l'action

hépatoprotectrice de P. granatum.



Troisieme partie

Conclusion géenérale



Conclusion générale

Dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation phytothérapeutique, anti-inflammatoire et antioxydante du grenadier Algérien
(Punica granatum L.). Notre choix s’est porté sur une variété locale le « Doux de Messaad »,

ou nous avons évalué in vivo les activités biologiques des extraits d’écorces et du jus de fruit.
Il ressort de ce travail de these des points essentiels a souligner :

La caractérisation chimique du jus de grenade a permis de révéler un taux de solubles solides
important de 1’ordre de 27.50 °Brix, une acidité titrable minimale (0.47%) et un pH de 4.12.

L'indice de maturité a permis de classer le cultivar etudié parmi les cultivars doux.

L’étude phytochimique basée sur des tests préliminaires révele que les différents extraits de
I’épicarpe et le jus brut de Punica granatum sont riches en métabolites secondaires,
notamment les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les glycosides, les carbohydrates et les

saponines.

L’étude des extraits d’écorces a montré des teneurs variées en polyphénols totaux et en tanins
hydrolysables. L’extrait méthanolique a présenté les teneurs les plus élevés (227.92 + 0.50 mg
EAG/g et 214.28 + 1.79mg EAT/g). Quant au jus de grenade, une importante teneur en
anthocyanes a été enregistré (1586.39 + 44.18 mg ECG/I).

L’évaluation, in vitro, de 1’activité antioxydante des extraits par les méthodes ; piégeage du
radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) et le blanchiment du B-
caroténe/acide linoléique a révélé un fort pouvoir antioxydant pour 1’ensemble des extraits
étudiés. Toutefois, le jus de grenade a présenté un important pouvoir antioxydant vis-a-vis du
radical libre DPPH qui se traduit par la valeur de la 1Csy de I’ordre de 0.0012mg/ml,
comparativement a 1’acide ascorbique (0.013mg/ml). Il a également exprimé un fort pouvoir

réducteur avec une valeur de la ICsy de I’ordre de 0.095 mg/ml.

Par contre, pour la méthode du blanchiment de la f-carotene, la plus importante activité
antioxydante a été exercée par I’extrait méthanolique et le jus de grenade avec des

pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 89.58 = 2.09 % et 93.06 & 3.18 %, respectivement.

De plus, sur la toxicité aigiie, Punica granatum L. est relativement sans danger, ce qui justifie

son utilisation empirique et constitue un réel avantage a sa vulgarisation comme médicament.



Les résultats obtenus a l'issu de 1’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo, réalisée sur un
model de 1'cedéme de la patte de souris induit par la carraghénine, ont montré que les extraits
du grenadier a des doses de 250 et 500mg/kg exercent un effet anti-inflammatoire
comparable, a celui du produit de référence Diclofenac® et par ce fait ils peuvent étre
consideres comme un traitement alternatif  particulierement dans la prévention de

I’inflammation.

En dernier lieu, I’activité antioxydante in vivo a été étudiée en utilisant le model de
I’intoxication au tétrachlorure de carbone sur des rats. Cette étude a révélé que les rats traités
par CCl4 ont provoqué une augmentation hautement significative des taux d'enzymes
sériques, tels que l'aspartate aminotransférase, 1’alanine aminotransférase et la bilirubine
totale, par rapport au controle normale. Alors que I’administration du jus de grenade, des
extraits d’extraits d’écorces et/ou de 'UDCA réduit significativement ces changements.

Prouvant ainsi que le grenadier est doté d’un real potentiel antioxydant.

Pour conclure, ces activités biologiques valident scientifiquement quelques usages
traditionnels du fruit du grenadier, et ne peuvent étre attribuées qu’a une partie des composés

phénoliques.
Comme complément a ce présent travail, les points suivants nous semblent pertinents :

e Etablir le profil phénolique par des méthodes analytiques performantes (HPLC) des
différents extraits étudiées, purifier leurs constituants et étudier leurs structures pour
mettre le point sur ceux dotés d’activités biologiques.

e Entreprendre plus de travaux sur les différentes activités biologiques de la grenade
afin de pouvoir isoler des composés actifs et ouvrir d’autres possibilités d’exploitation

en biotechnologie et en médecine.
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