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I ntroduction

Les cellules peuvent étre soumises a une grande variété d'agression physique
(traumatisme, irradiation...etc), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques (exposition a
des xénobiotiques...etc). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression
commune appelée le stress oxydant, di a I’exagération d’un phénoméne physiologique,
normalement tres contrél €, la production de radicaux dérives de I’ oxygene (Walker et al.,
1982).

Un radical libre est une espéce chimique possédant un éectron célibataire qui lui
confere une réactivité vis-a-vis d autres molécules. Sont formeés le plus souvent par gain
d' éectron a partir de I'O2 afin de former les différents dérivés d especes réactives
oxygéneés (ERO). Ces dernieres sont utilisées par les cellules phagocytaires de I’ organisme
pour combattre les agents infectieux. Toutefois, les bienfaits de ces composés hautement
toxiques ne restent pas sans consequence néfaste principalement pour les structures
biologiques des cellules (protéines, lipides, ADN). Car un désequilibre entre la production
de radicaux libres et le systéme de défense est a I’ origine du stress oxydatif. Ce dernier,
défini comme un déséquilibre de la balance entre le systeme antioxydant et le systéme

oxydant (ERO), qui setermine par |’ apparition de diverses pathologies (Chu et al., 2010).

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel aux
systemes antioxydants, qui se définissent comme toute substance ayant la capacité de
contréler et prévenir un dommage oxydatif d’ une molécule cible. Ces antioxydants peuvent
étre d’origine endogéne ou exogéene. Dans des situations d’un stress oxydatif aigue, la
cellule reste incapable de se défendre contre ses ERO avec les antioxydants endogenes,
pour cela un apport exogene est nécessaire afin de ce protéger contre les dommages des
ERO (Martini, 2003).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable d’ antioxydants dont les
polyphénols qui agissent comme des agents réducteurs, donneurs d’ hydrogene en piégeant
les radicaux libres et en chéatant lesions (Valko et al., 2006).

Dans ce cadre, cette étude a été consacrée a |’ évaluation d’ activité antioxydante in
vitro et in vivo des extraits de Tamus communis, comme une source d’ antioxydants, dans

I’ objectif de valoriser I’ utilisation traditionnelle de cette plante.

.
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Notre travail acomme objectif :

* Analyse phytochimique du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits

éthanoligues de Tamus communis L.

» Evauation de I’ activité antioxydante in vitro afin de tester deux radicaux DPPH et
ABTS.
« Evauation de I’ activité antioxydante in vivo afin de tester I’ effet hépatoprotecteur

contre I’intoxication induite par le paracétamol.
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Chapitre | Synthése bibliographique

Le stress oxydatif est le soucie des scientifiques vue leur implication dans un large
spectre de maladies qui ont un impact énorme sur la santé humaine, dues généralement suite
a la production excessive des radicaux libres qui altére la structure de macromolécules. Ceci
provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses pathologies
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies
neurodégénératives et le processus de vieillissement. Pour cela, un grand nombre d’études

scientifiques ont été menées pour comprendre et combattre ce phénomeéne (Favier, 2006).

I.1. Stress oxydatif

La notion de stress oxydant est définie comme I'incapacité de I'organisme a se défendre
contre l'agression des especes oxygénées activées (EOA), suite a un déséquilibre lie soit a
une production accrue d'EOA, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydants
(Koechlin et al.,2006). Ce désequilibre profond entre antioxydants et prooxydants peuvent
étre le résultat d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie-reperfusion,
vieillissement), d’une activation de systémes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH
oxydase, monoamine oxydase...etc), d’'une libération de fer libre a partir des protéines
chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine,
catécholamines, ...etc.), tous ces phénomenes se terminent par la production des espéces
réactives oxygénees. Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera

également a ’apparition d’un stress oxydant (Paster, 2005).

I.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe. Cet état leur confére une instabilité
énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison
covalente, pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au cours d’une réaction

d’oxydoréduction avec perte ou gain d’électrons a partir d’un composé non radical

(Koechlin et al., 2006).

1.1.1.1. Sources de radicaux libres

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du
métabolisme aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’Oz2 pour produire de 1’énergie au cours
des réactions dites, respiration oxydative. Cependant, une faible partie de I’oxygéne échappe
a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a 1’origine de la

production de radicaux libres oxygénés (RLO) (Chu et al., 2010).

J
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Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories : les
sources endogenes ou les RL sont des produits des réactions de 1’organisme et les sources
exogenes telles que : le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif chimiques,
les solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005).
1.1.1.2. Roles physiologiques

Dans des conditions physiologiques et a des concentrations normales, les EROs
remplissent des fonctions biologiques tres importantes, comme seconds messagers dans le
mécanisme de transduction de signale dans 1’objectif d’une régulation génétique telle que la
prolifération cellulaire, ’apoptose, activation du systéme immunitaires, ou d’un effet

métabolique par I’augmentation de la vasodilatation des vaisseaux...etc (Favier,2003).

1.1.1.3. Origine des espéces réactives oxygénées

Les espéces réactives de 1’oxygeéne peuvent étre des radicaux libres (anion
superoxyde, et radical hydroxyle) ou des molécules non radicalaires mais néanmoins
hautement instables (oxygéne singulet). La plupart des radicaux libres proviennent de la
chainerespiratoire, du NADPH, et de I’activité de la xanthine oxydase, alors que les espéces
réactives du NO sont essentiellement produites par la NO-synthase. La production
d’espécesréactives de I’oxygene et les principaux moyens de neutralisation sont schématisés

dans la figure 1(Mette et al.,2006).

Oz
@‘ @ Peroxyde d’H,

H20:2 Lipoperoxydes

Ani i <
s:;laoer:oxide iSOD, ik <% Vit £, GSHPXx
Catalase 3

Protéines oxydées

li:n\

Ferritine 9% P d

Transferrine " _gn 7%GSHPX

Ko & (©OH"

02 singulet Radical hydroxyle
@ GSH, vit C %o
Albumine, ac. urique
Figure 1 : Mécanisme de production et neutralisation des espéces réactives de ’oxygene (Mette et
al., 2006).
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1.1.2. Conséquences de stress oxydatif
Des concentrations élevées en ERO peuvent étre un important médiateur de dommages

des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines. La plupart des
maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age, car le vieillissement diminue
les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de radicaux, le cancer,

syndrome de détresse respiratoire aigué, cedéme pulmonaire...ect (figure 2) (Favier, 2003).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, I’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003).

O2 Arginine

oxvgene

: ll L :
: ) )z - NO monoxyde
ANON FUPETOXY it .
H:O: ONOOH

; peroxyde di,- roEe e / peroxinitrite

: H.0

/n:h(al hydroxyle

(| ADN oxydés Lipides oxydés Protéines oxydées

Figure 2 : Principales cibles des ERO (Favier, 2003).

1.1.3. Stress oxydatif et le paracétamol

Le paracétamol est actuellement un traitement symptomatique antalgique et
antipyrétique de réference, il arrive actuellement en téte des principes actifs les plus prescrits
au monde, mais au-dela de la dose thérapeutique, ces molécules deviennent toxiques, car
elles sont capables d’activer I’expression de génes codants pour des cytokines pro-

inflammatoires ou des protéines. Sachant que, le paracétamol posséde des voies
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métaboliques et des mécanismes d’action encore incomplétement compris (Haleng et
al.,2007).

1.1.3.1. Métabolisme du paracétamol

Le métabolisme du paracétamol dépend de la dose administrée. A dose thérapeutique,
plus de 85% du paracétamol administré sera gluco- ou sulfo-conjugue, générant ainsi des
métabolites hydrosolubles excrétés dans les urines. Une fraction minime (5-8%) sera
métabolisée via le cytochrome P-450 en un intermédiaire électrophile hautement reactif et
toxique : le N-acétyl p-benzoquinine-imine (NAPQI). Celui-ci, produit en quantité infime a
dose thérapeutique, est cependant conjugué au glutathion hépatique donnant lieu a des
conjugués de mercaptate, avant élimination dans l'urine, conduisant a une hépatotoxicité tres
aigiie (Kupferschmidt, 2004).

1.1.3.2. Mécanismes cellulaires de toxicité hépatique du paracétamol

Ces mécanismes font intervenir a la phase précoce les cytochromes P450,
essentiellement le CYP2EL, dans le métabolisme du paracétamol en NAPQI. Cedernier
provoque une diminution du stock cellulaire de glutathion, un puissant antioxydant, par une

série de réactions de conjugaison et la formation de liaisons covalentes aux protéines.

Ces événements ont pour conséquence une majoration du stress oxydatif, qui est a 1’origine
de modifications de 1’équilibre entre cytokines pro- et anti-inflammatoires. L’ immunité
cellulaire est potentiellement mise en jeu dans I’atteinte microvasculaire hépatique.
L’augmentation du stress oxydant induit des signaux cellulaires interagissant avec les
protéines de I’apoptose et les endonucléases et aboutissant aux transitions de perméabilité
mitochondriale. Ces transitions de perméabilité provoquent une diminution de la synthése
d’ATP, ainsi qu’un auto-entretien de la production de stress oxydant. L’ensemble de ces
processus concoure a la mort cellulaire par nécrose. Ces élémentsconstituent les pistes de
recherche actuelle sur les mécanismes physiopathologiques impliqués dans 1’hépatotoxicité

induite par le paracétamol (Figure 3) (Bellier, 2011).

:
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PARACETAMOL |

J» GLUTATHION
LIAISONS COVALENTES

l

SF TINS5 ¢mm) | STRESS OXYDANT
UINFLAMMATION
ll h GLUTATHION
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PERMEABILITE
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!

|

NECROSE
HEPATOCYTAIRE

Figure 3 : Mécanismes cellulaires d’hépatotoxicité du paracétamol (Bellier, 2011).

1.1.4. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables de neutraliser ou réduire les radicaux
libres, donc ils ont un role de défense bénéfique pour la santé, au de la membrane ou la
cellule. Ces facteurs de protection sont de sources, a savoir les antioxydants endogénes ou

exogenes (Martini, 2003).

1.1.4.1. Antioxydants endogénes
L’organisme possede des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO. Les plus
Connues sont :
Catalase
Elles réduisent le peroxyde d'hydrogéne H202 en libérant de lI'oxygéne surtout dans les
peroxysomes.
Elles n’¢éliminent pas la totalité du peroxyde d'hydrogene et de l'eau (Goudable et Favier,
1997).
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H202 + H202 _ 2H20 + O2
Supere oxyde dismutase

Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H20; et en
OH™ et OH" (Mn SOD dans la mitochondrie, CuZn SOD dans le cytosol et les érythrocytes)
(Goudable et Favier, 1997).

202" + 2H* » H202+ O2

Glutathion peroxydase

Les GSHPX réduisent le peroxyde d’hydrogéne H202 et les hydroperoxydes lipidiques
(Goudable et Favier, 1997).

Lesprotéines antioxydants
La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un réle antioxydant par
chélation des ions. Ces chélateurs formentdes complexes ou des composés de coordination
avec les métaux. Ils inhibent ainsi le cycle d’oxydoréduction du métal en formant des

complexes métalliques insolubles (Cillard et Cillard, 2006).

1.1.4.2. Antioxydants exogénes

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment
beaucoup d'énergie pour contrdler leur niveau d'espéces réactives de I'oxygene. Certains
composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone),
ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en captant

I'électron célibataire (Figure 4) (Favier, 2003).

e O > (oxygene fondamental)

=5 : CIT.MPO
.S SOD. Vit ©

anion superoxyde

Foin (eau de javel)
= utula Se }< Vie C, flavonoides,

Serritine, transjerrine,
ROOH

peroxyde d’hy drngéne acide hypochloreux

agents <,'h clatewrs
§ o xdigql hydroxyle

2 R lipoperoxydes
oxygeéne singulet acide wrigree, Vll C, GSH

B-carotene, ivecopene Vit E, Se-GPx, wubigquinone

Figure 4 : Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygeéne par les systémes
de défenses antioxydants (Pincemail et al., 2002).
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1.1.5. Polyphénols

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandues dans
le régne végétal, ils résultent de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la
voie d’acétate. Ces composés sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une
répartition quantitative qui varient entre les différents tissus. Les polyphénols sont des
noyaux benzéniques liés au moins a un groupe hydroxyle libre engagé dans une fonction :
éther, ester ou hétéroside...etc(Bruneton, 1999).

1.1.5.1. Classification des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoligues sont actuellement connues, allant de molécules
phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques, a des composés
hautement polymérisés comme les tannins. Ces composes se différencient par la complexité
du squelette de base, le degré de modification de ce squelette (degré d'oxydation,
d'hydroxylation, de méthylation...etc) et par les liaisons possibles avec d'autres molécules

(Pincemail et al., 2002).

Tableau | : Classification des polyphénols (Pincemail et al., 2002).

Classe | Sous classe Généralités Fonction Structure de bases
Les  dérivés|Composés organiques| Une  fonction
d’e . naturelle aC|de_—pIu3|eurs
- § I’acidehydrox fonctions
< | ybenzoique phénols
8 3
S g
g 2
-
é Anthocyanidi | -Composeés naturels - Forme libre
2 ?esflave_molsf glgmgnt}:aspumversels dite aglycone
E fzlylvone5|so es végétaux Forme
& | llavones d’hétéroside
2 | flavanols
= | flavanones
OH O

ﬂ
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Ces différenciations structurales contribuées a I'extension de leurs spectres d'activité
dans les différents domaines fondamentaux et appliqués liés aux plantes, ou aux activités
humaines a des fins diététiques et thérapeutiques, mais aussi a I'échelle du laboratoire de

recherche, puis la production industrielle (Bruneton, 1999).

1.2. Généralités sur Tamus communis

Tamus communis L. est une espece de plantes grimpantes, sauvage de la famille des
Dioscoreaceae, poussant dans différents endroits ou se croit sous forme de rangés d’arbustes.
Elle est distribuée partout dans les régions tropicales et chaudes tempérées du monde et se
trouve sous les falaises, et particulierement dans les foréts montagneuses d’hauteur 1600m
(shahen et al., 2009).

1.2.1. Description botanique

Le Tamus communis est une plante grimpante et décorative, ses tiges gréles peuvent
atteindre jusqu'a trois metres de longueur. Elle fleurit en mars et en avril et ses petites fleurs
verdatres sont disposées en grappes laches a l'aisselle des feuilles ; ce sont sur certains pieds
de tres longues grappes de fleurs, sur d'autres des grappes courtes pastillées (plante dioique).
Les feuilles luisantes en dessus, ont un long pétiole et un limbe trés développé. Les fruits

sont de petits bais (4a 5mm), ovoides, tres toxiques, brillantes, virant au jaune puis au rouge

:
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a maturité. C'est une plante vivace, a grosse tige ou terraine noiratre enfoncée verticalement
dans le sol ; celle-ci produit tous les ans a sa base des bourgeons qui donnent naissance a de
nouvelles tiges aériennes. Les souches (ou rhizomes) tubéreuses, plus ou moins en forme de
navet, atteignent une longueur de 20 a 30 cm et une épaisseur de 5 a 10 cm, les rhizomes,

d'un poids pouvant aller jusqu'a 15kg (Boulard, 2003).

| Figure 5 : Les différentes parties de la plante Tamus communis L (Zerargui, 2015).

1.2.2. Systématique de Tamus communis selon (Caddick et al., 2002).

Régne : Plantae ;

Embranchement : Spermatophytae ;
Sous-embranchement : Angiospermae ;
Classe : Monocotylédoneae ;

Ordre : Liliale ;

Famille : Dioscoreaceae ;

Genre : Tamus

Espéce : Tamus communis L.

Nom Latin : Tamus communis L ;

Nom en Francais : Herbe aux femmes battues, tamier, vigne noire ;
Nom en Arabe : El-Karma Sauda ;

Nom en Anglais: blackbryony, lady seal.
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1.2.3. Effets thérapeutiques de la plante

Le Tamus communis est utilisé comme remede contre les contusions ce qui a valu a
la plante le nom d’herbe aux femmes battues. Un cataplasme de pulpe fait disparaitre
rapidement les hématomes. Elle était employée aussi comme purgatif et diurétique, contre la
coqueluche et la bronchite. Les racines bouillies sont également utilisées pour le gonflement

rhumatismal et appliquées aux blessures de peau (Capasso et al.,1983).

Toutefois, les essais pharmacologiques préliminaires ont également indiqué que, les
extraits éthanoliques de feuilles et de fruits pouvaient empécher la formation d'cedéme induit
par le carragénine, La diosgénine, et le B-sitostérol, isolés de T. communis sont les composés

responsables de ces actions (Capasso et al., 1983).

1.2.4. Propriétés toxicologiques

Les grands tubercules de T. communis peuvent provoquer une irritation une fois
frottée sur la peau. La plante est réputée pour ces effets sur le traitement des Ecchymoses
(Schmidt et Moult, 1983).

Les analyses chimiques ont montré la preésence d'histamine dans le mucilage de
rhizome de T. communis, ce qui peut contribuer a des réactions de dermatite de contact chez
I’homme (Capasso et al., 1983). En outre, les glycosides stéroides et les phénanthrénes
isolés des rhizomes de T. communis suggeérent que ces composés exercent une activité
cytotoxique chez les animaux de laboratoire, mais leurs effets sur I'hnomme ne sont pas encore
connus. La racine, dont la pulpe est rubéfiante et vésicante provoque des ampoules sur la
Peau (Kova’cs et al., 2007).

1.2.5. Travaux antérieurs

Plusieurs études ont été réalisées sur cette plante afin de caractériser sacomposition
phytochimique bioactive qui pourrait confirmer I'usage de cette plante en médecine

traditionnelle en tant qu'espece anti-inflammatoire (Macro et al., 2011).

Une étude phytochimique sur les rhizomes de le T. communis a rapporter la présence
de derivés de batatasins, substance inhibitrice de croissance et des stérols de phénanthréne

ainsi que le gracillin (glycoside stéroidien) (aquino, 1985).

:
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Shaheen et al. (2009) ont démontré que les principes actifs de T. communis seraient
surtout les phénanthrenes et les saponosides dérivés de la diosgénine, qui sont responsables

de plusieurs effets biologiques.

Des études ont démontré que des extraits de rhizomes de T. communis contiennent
des glycosides stéroidiens et phénanthrénes ayant des potentiels cytotoxiques, anticancéreux,
antiviraux et anti-inflammatoires (kova’cset al., 2007).

Des propriétés irritantes de la peau des extraits des fruits et des rhizomes mdrs du T.
communis capables de supprimer des réponses inflammatoires de divers niveaux de sévérité
tels que la formation d'cedéme, la plus grande perméabilité capillaire et le dépot du tissu de

granulation (Capasso et al., 1983).

:
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel végétal

Notre étude a été portée sur les organes (feuilles, tiges, racines, fruits et graines) de
la plante médicinale Tamus communis.
La plante a été récoltée dans la région d’ Amizour (Figure 6), Bejaia-Algérie (36° 38" 39" N
4° 54' 20" E,96 m) d’altitude durant le mois de septembre (2017), Son identification est
effectuée, au laboratoire de biotechnologies végétales et Ethnobotanique, de I’Université
A. Mira de Bejaia, en utilisant la flore des plantes Algériennes (Quezel et Santa, 1963), Les

échantillons sont déposés au niveau du laboratoire.
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Figure 6 : La localisation géographique du lieu de récolte de Tamus communis (Google Maps).

11.1.2. Matériel animal :

Des souris BIb/C méles, ayant un poids qui varie entre 22-30 g avec une moyenne d’age (6
+ 2) semaines ont été utilisées. Ces animaux proviennent du centre d’élevage de ’institut
Pasteur d’Alger et L’expérimentation a été réalisée au niveau du I’expérimentation animale
de I'université Abderrahmane MIRA de Bejaia. Pour respecter leur cycle biologique, les
animaux ont été mis sous des conditions de température de (25 + 2) °C et d’humidité de 60-
70 % avec un cycle 12/12h (lumiére/obscurité). Les souris ont été nourries a volonté avec

I’aliment (ONAB ELKSEUR BEJAIA) (figure 7).

4
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Figure 7 : Les prises de vue des souris utilisées dans notre étude.

11.1.3. Appareillages et produits chimiques

Le matériel et les réactifs utilises dans la présente étude sont reportés en annexe 2.

11.2. Méthodes

11.2.1. Séchage, broyage et tamisage

Les échantillons récoltés ont été nettoyés de tous contaminants a 1’eau courante, puis
séchées a I’étuve et transformés en poudre grace a un broyeur électrique, puis tamisés a
granulométrie inférieur a < 125 pm afin de récupérer une poudre fine. Les poudres obtenues

ont été conservées dans des bocaux en verre a 1’abri de la lumiére.

11.2.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

1.2.2.1. Préparation des extraits bruts éthanoliques

L’extraction des substances actives a ¢été réalisée par technique d’extraction solide

/liquide en suivant le protocole décrit par Benhammou et al., (2008).

100 g de poudre végétale ont été macérées dans un litre d’éthanol a 70%. Le macérat a
été filtré sur papier wattman. L’évaporation du solvant organique a été réalisée sous pression
réduite dans un évaporateur rotatif. Les extraits secs obtenus ont été ensuite complétement

séchés a 1’¢tuve (40°C) pendant 24h et conservés jusqu’a 1’utilisation.

> Calcule du taux d’extraction

Le taux d’extraction exprimé en (%) a été¢ déterminé selon la formule suivante




Chapitre 11 Matériel et méthodes

Taux d’extraction (%) = [P1/ P0] *100

P1 : poids de I’extrait sec exprimé en gramme.

PO : poids initial de poudre végétale exprimé en gramme (Benhammou et al., 2008).
11.2.2.2. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

La quantification colorimétrique des composés phénoligques totaux a éte déterminee selon
la méthode décrite par (Wong et al., 2006), utilisant le réactif de Folin ciocalteu, qui est
constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Ces derniers, lors del’oxydation des phénols, sont
réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite,
dont I’absorption maximale est comprise entre 725 et 765 nanometres est proportionnelle a
la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier,
2006).

» Mode opératoire

1 ml de réactif de Folin-ciocalteu a été ajouté a 200 ul d’échantillon, apres 4 min,
800 ul d’une solution de carbonate de sodium (7,5%) sont additionnés au milieu
réactionnel. Apres 2 h d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée a

765nm.

» Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols totaux ont été déterminées en se référant a une courbe
d’étalonnage effectuée dans les mémes conditions de dosage (annexe 2), et exprimée en mg

d’équivalent d’acide gallique par gramme de la mati¢re séche (mg EAG/g MS).

11.2.2.3.Dosage des flavonoides
» Principe

La méthode repose sur I’aptitude des flavonoides a chélater les métaux. Cette

propriété est propre aux groupements hydroxyles (OH) libre en position 5 des flavonoides,
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qui sont capables de donner un complexe en présence d’aluminium (Ribéreau-Gayon,
1968).

» Mode opératoire

Iml d’extrait végétal a été melangé avec 1ml de la solution éthanolique de
chlorure d’aluminium (AICI3 a 2%). Aprées incubation pendant 10 mn a température
ambiante, la mesure de I’absorbance a été effectuée a 430 nm. Un blanc a été préparé en
mélangeant 1 ml de solution d’extrait avec 1 ml d’éthanol pour chaque extrait (Zhishen et
al., 1999).

» Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine par g de la matiere séche
(mg EQ/g MS) en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine qui a été réalisée dans

les mémes conditions que I’extrait végétal (annexe 2).

I1.3. Evaluation de I’activité antioxydant in vitro

Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant de 1’extrait éthanoliques des différentes parties de

Tamus communis, deux radicaux ont été testés a savoir, le DPPH et le radical ABTS.
I1.3.1. L’activité scavenger du radical DPPH

» Principe :

Le protocole de I’activité scavenging du radical DPPH suivi est celui de
Hemalatha et al., (2010). La méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH, car un
antioxydant aura la capacité de donner un électron singulet au radical synthétique DPPH-
(2,2 diphenyl-1- picrylhydrazyl) de coloration violette (forme oxydee) pour le stabiliser en
DPPH 2,2 Diphenyl-1- picrylhydrazine) de coloration jaune-verdatre. L’intensité de la
coloration est mesurée au spectrophotometre a 515 nm, est inversement proportionnelle a
I’activité antiradicalaire des antioxydants (Talbi et al., 2015).

» Mode opératoire

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans I’éthanol, 0.5 ml de cette solution
a été ajouté a 1.5 ml de solution d’extrait a différentes concentrations. Apres une incubation
de 30 mn a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 515 nm. Un blanc pour

chaque extrait a été préparé en mélangeant 0.5 ml du I’éthanol avec 1.5 ml de solution
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d’extrait et le controle a été préparé en remplagant 1’extrait paréthanol. La BHA et 1’acide

ascorbique ont été utilisés comme standards.

» [Expression des résultats

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous.

AC : Absorbance du DPPH (absorbance du témoin DPPH- absorbance de 1’éthanol) AE
: Absorbance de la solution DPPH et de I’extrait.
AB : Absorbance du blanc de I’extrait sans DPPH (Hemalatha et al., 2010).

11.3.2. Activité « Scavenger » du radical ABTS
» Principe

La formation du radical cation ABTS: " résulte de I’arrachement d’un électron de 1’un
des atomes d’azote de la molécule ABTS par un oxydant (le persulfate de potassium).
EnPrésence d’antioxydants donneurs de protons, ce radical ABTS- *de coloration bleu-vert
estRéduit en ions ABTSH™ incolore. Le suivi de cette décoloration a 734 nm permet

d’évaluer le potentiel anti-radicalaire de 1’extrait (Re et al.,1999).

> Mode opératoire
150 pul d’extrait végétal a différentes concentrations sont mélangés a 1,9ml d’une
solution d’ABTS™ (7mM) préalablement préparée. Aprés 7 min d’incubation, la DO est

lue a 734nm contre un blanc dont I’extrait est remplacé par 1’éthanol.

» Expression des résultats

L’activité antiradicalaire anti-ABTS' * des extraits de plante est exprimée en TEAC,
capacité antioxydant équivalente au Trolox, qui correspond a la concentration de Trolox

donnant la méme activité antioxydant d’1ml du composé testg.

Le pourcentage de réduction du radical ABTS a éte calculé par la loi suivante
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Abs ¢ : absorbance du control.
Abs t : absorbance du test (Re et al.,1999).

I1.4. Evaluation de I’activité antioxydant in vivo

I1.4.1 Evaluation de I’effet hépatoprotecteur contre ’intoxication par le paracétamol
» Principe

Pour mettre en évidence I’activité hépatoprotective de 1’extrait éthanolique de
fruit de Tamus communis, un modéle expérimental d’hépatotoxicité induite par le
paracétamol a été sélectionné.
» Protocole expérimental

La technique utilisée a été inspirée de la méthode décrite par Kanbur et al.,
(2009). Un effectif de 56 souris a été utilisé pour ce protocole. Ces souris ont €té réparties
en 7 Groupes de 8 chacun.

Les extraits bruts de Tamus communis (100 et 300 mg/Kg) ainsi que le véhicule
carboxymethyl Cellulose (CMC a 0,8 %) et le standard (Fluimex a 200 mg/Kg) ont été
administrés aux souris par voie intra-gastrique (IG), a 1’aide d’une sonde gastro
cesophagienne alors que la voie intra-péritonéale (IP), a été adoptée pour le paracétamol (400
mg/Kg). La nourriture a été enlevée aux souris une heure avant chaque gavage et leur a été
remise une heure apres.

Les souris sont réparties selon 1’homogénéité de leurs poids en 7 lots de 8 souris chacun.

Elles ont été traitées quotidiennement pendant 5 jours, par voie intragastrique (Figure 8).

| Figure 8 : Mode d’administration des extraits de plante et le standard par voie intragastrique.
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> Les premiéeres administrations

Groupe I, le control négatif : Recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5 ml/g
de carboxymethyl Cellulose (CMC a 0,8 %).

Groupe 11, le control positif :Recoivent chaque jourpar gavage gastrique 0.5 ml/g de
carboxymethyl Cellulose (CMC a 0,8 %).

Groupe 111, le standard : Regoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5 ml de

fluimex de concentration 200mg/kg.

Groupe 1V : Des souris recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml/g de

I’extrait de fruits de Tamus communis de concentration 100mg/kg.

Groupe V : Des souris regoivent chaque jour par gavage gastrique 0.5ml/g de 1’extrait

de fruits de Tamus communis de concentration 300mg/kg.

Groupe VI : Des souris recoivent quotidiennement par gavage gastrique 0.5ml/g de

I’extrait de fruit de Tamus communis de concentration 100 mg/kg.

Groupe VII : Des souris recoivent chaque jour par gavage gastrique 0.5ml/g de I’extrait

de fruit de Tamus communis de concentration 300mg/kg.

L’effet préventif de 1’extrait contre une hépatotoxicité induite par le paracétamol a
été évalué aprés administration de 1’extrait brut de fruit de Tamus communis pendant 5 jours.
Au 5éme jour, les souris de groupe II, 11, VI et VI recoivent une injection intra pénitentiel
par leparacétamol 1h apres administration de la derni¢re dose de 1’extrait, Et les souris de
groupe I, IV,V regoivent 1’eau physiologique au lieu de paracétamol.24 h apres, Les souris
ont été sacrifiées par décapitation sous légeére anesthésie a la vapeur de chloroforme. Le sang
de chaque souris a été prélevé au niveau du cou et recueilli dans des tubes héparines pour le
dosage des parametres hépatiques dont les transaminases. Le foie a été récupéré apres
dissection, homogénéisé et utilisé pour la réalisation du test de la peroxydation lipidique.
Quelques échantillons de foie ont été conservés dans du formol a 10 % pour I’étude

histologique (figure9).
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Figure 9 : Les différentes étapes du sacrifice des souris (photographie originale).

11.4.2. Dosage sanguin des transaminases

Des extraits de fruit de Tamus communis ont été employés pour traiter les dommages de foie
induits par le paracétamol chez les souris. Les effets hepatoprotective ont été déterminés par
des profils de biochimie de sérum (aminotransférase d'aspartate (ASAT), aminotransférase
d'alanine (ALAT)), qui sont été réalisé au niveau d’un laboratoire d’analyse privé a Bejaia,
par la méthode du dosage enzymatique couplé selon la Fiche technique du Kit SPINREACT
(Espagne). La concentration de ces enzymes estexprimée en unité internationale par litre de
substrat (UI/L). 1UI correspond a la quantitéd’enzymes qui transforment Iumol de
substrat/min.

» Principe

e Aspartate aminotransférase (ASAT)

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi le glutamate oxaloacétate
transaminase (GOT) catalyse le transfert d'un groupe aminé a partir de l'aspartate
al’acétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate.Ce dernier est réduit en malate par
lamalate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H* (Nicotinamide adénine dinucléotide).Le
taux de diminution de la concentration en NADH, H™ mesuré par spectrophotométrie a 340
nm, est proportionnel a I’activité catalytique de ASAT (Davila et al.,1989).

e Alanine amino transférase (ALAT)

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le glutamate-pyruvateTransaminase
(GPT) catalyse le transfert d'un groupe aminé a partir de 'alanine a 1’-cétoglutarate formant
le glutamate et le pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par le lactatedéshydrogénase
(LDH) et le NADH, H",

Le taux de la diminution de la concentration en NADH, H™ mesuré par
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Spectrophotométrie a 340 nm, est proportionnel a 1’activité catalytique d’ALAT (Davila et
al., 1989).

» Mode opératoire

Préléevement de sang de chaque souris a été fait dans des tubes héparinés. Ces derniers
ont été soumis a une centrifugation a 3000 tour/min. Le sérum ensuite récupére et utilisé pour
le dosage des transaminases (ASAT et ALAT), en utilisant1000 p 1 du réactif pour 100 p 1
du sérum et cela pour chaque test et pour chaque échantillon. Aprés agitation, 1’absorbance
est lue & 340 nm chaque minute pendant 3 min, est les résultats sont exprimé en moyenne
(OA/min) en suivant la formule suivante : DA/min x 1750 = U/L de ASAT ou ALAT (Davila
et al., 1989).

» Préparation des homogénats du foie

Apres le sacrifice et la dissection, le foie des souris a été récupéré dans de 1’eau

Physiologique puis pesé grace a une balance. 2 g du foie a été broyé dans 10 ml du tampon
KCI (1,15 % pH 7,4) a I’aide d’un mortier en porcelaine puis homogénéisé dans un
homogénéisateur. L’homogénat obtenu a été soumis a une centrifugation de 10000 g /20 min
a 4°C, Le surnageant a été ensuite récuperé et mis dans des eppendorf qui ont été conservés
a -80 °C jusqu’a la réalisation de test de peroxydation lipidique. Quelques échantillons de
foie ont été conservés dans du formol a 10 % pour I’é¢tude histologique. (Olaleye et al.,
2014).

11 .4.3. Dosage du MDA cytosolique

» Mode opératoire

Le dosage de malondialdehyde (MDA) a été réalisé selon la méthode décrit par Okhawa
et al., (1979). Le principe de ce dosage est le suivant : le MDA réagit avec deux molécules
de TBA (acide thiobarbiturique) dans un milieu acide (PH 2 a 3) et a chaud 100°C pour
donner un pigment coloré en rose absorbant a 530 nm et extractible par les solvant organique
comme le n-butanol. A 0,5ml de la fraction cytosolique nous avons additionné 0,5 ml d’acide
trichloracétique (TCA) 20% et 1ml d’acide thiobarbturique (TBA 0,67). Ensuit le mélange
est chauffé a 100°C pendant 15 mn, refroidi puis additionné de 4 ml de n-Butanol. Apres le
mélange est centrifugé pendant 15mn a 3000 rpm, enfin la densité optique est déterminée sur

le surnageant a 530nm.
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I1.5. Analyse statistique

Trois mesures ont été réalisees pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été effectuées
en utilisant le logiciel Statistica. Les différences ont été considérées comme étant
significatives a a = 0,05. L’analyse des données des régressions linéaires et des régressions
non linéaires a été faite par 1’utilisation des programmes suivants : Origine 8 et Excel®

(Microsoft Excel 2007).
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La présente étude a été consacrée au dosage des composés phénoliques de Tamus communis
(tiges, feuilles, fruits, graines et racines) et a la détermination de 1’activité antioxydante des

extraits obtenus.

I11.1. Extraction et dosage des composés phenoliques
III.1.1. Taux d’extraction

L’¢éthanol est le solvant d’extraction par excellence des composés phénoliques, car il permet

d’extraire le maximum de ces composés et il est moins toxique que le méthanol (Brunneton,

1999).

Les résultats obtenus montrent que les taux d’extractions varient de (6.861+0.032 a
31.547+0.045 %), voir figurel0.
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Figure 10 : Taux d’extraction des échantillons du Tamus communis.

Les résultats obtenus indiquent que, les taux d’extraction varient significativement
entre les différentes parties de la plante étudiée (p<0.05), les meilleures teneures sont
observées dans les extraits de fruits et de feuilles avec les valeurs de 31.547+0.045 et
28.133+0.082% respectivement. Par contre, les graines ont montré le plus faible rendement
qui est de 6.861+0.032%.

Marco et al. (2011), en appliquant la méme méthode d’extraction sur le fruit de
Tamus communis et en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, ont obtenu un taux

de (26.74+0.55%) qui est inférieur au résultat obtenu avec le fruit de la présente étude.
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Baghiani et al. (2007), en utilisant différents solvants d’extraction, ont obtenu des
rendements des racines de T. communis, inférieurs (0,30+0.04% a 8,5+0.75%) a ceux obtenu
au cours de cette étude (16.01+0.003%).

La période de la récolte, la procédure de séchage, la granulométrie des particules, la
température d’extraction, le temps de macération, le volume ainsi que la nature du solvant,

constituent les paramétres susceptibles d’influencer le taux d’extraction (Ribéreau-Gayon,

1968).

111.1.2. Teneur en composés phénoliques
Les résultats illustrés sur la (figure1l), ont montré une différence significative

(p<0.05) entre les teneurs en polyphénols des organes de la plante.
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| Figure 11 : Représentation graphique des taux des phénols totaux des extraits de Tamus communis.

Les feuilles sont les plus riches en composés phénoliques avec la teneur de
(18.816%0.292 mg eq AG/g MS), suivies par les fruits (14.474+£0.159mg eq AG/g MS),
tandis que, les autres organes (racines, tiges et graines) ont révélé les teneurs les plus faibles
(10.204+0.842 mg eq AG/g MS), (8.116£0.794 mg eq AG/g MS) et (3.495+0.303 mg eq AG
/g MS) respectueusement.

L’extrait éthanolique des racines de T. communis est plus riche en polyphénols
(63.713+5,261 mg eq AG/g d’extrait) par comparaison a 1’extrait méthanolique de la méme
plante et de méme organe, étudié par Baghian et al., (2009) et qui ont trouvé une teneur de
26.55 +3.93 mg eq AG/g d’extrait.
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Marco et al., (2011), ont obtenu une teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique
de fruits de Tamus communis du Portugal (445.96+g EAG/g d’extrait) qui est légérement
élevée par rapport au résultat (45.843+0.505mg eq AG/g) d’extrait de fruits de la présente
étude (Tableau I1).

Tableau Il : Teneur en polyphénols totaux, de différents organes de Tamus communis Par

gramme d’extrait.

Dosage Polyphénols totaux
(Mg eq d’AG/g d’extrait)
Feuilles 18.816+ 0.292
Fruits 14.474+0.159
Racines 10.204+0.842
Tiges 8.116+0.794
Graines 3.495+0.303

Une étude réalisée par Hamiduzzaman et al., (2017), a révélé que I’extrait d’hexane
des tiges de I’espéce Dioscoreacea alata de la famille des Dioscoreaceae, a une teneur en
polyphénols (16.80+£0.357 mg EAG/g de MS) presque deux fois plus élevée que celle de
I’extrait des tiges de T. communis (8.116+0.794 mg eq AG/g MS). Cependant, 1’extrait
chloroformique de fruits de Dioscoreacea alata a donné une valeur relativement inférieure
(8.95mg es AG/g MS) a celle obtenue avec I’extrait de fruits de T. communis
(14.474+0.159mg eq AG/g MS).

Les propriétés des composes phénoliques rendent impossible la mise au point d'une
méthode d’extraction exhaustive (intégrale, compléte) (Bruneton, 1999). La solubilité des
composes phénoliques est influencée par la nature du solvant utilisé et le degré de sa
polymérisation. Cependant, ces composés sont généralement combinés avec d’autres
substances (protéines, polysaccharides, terpénes, chlorophylles, lipides, composés
inorganiques...). En général, les formes aglycones fortement hydroxylées des composés
phénoliques sont solubles dans les alcools comme 1’éthanol et le méthanol (Riberau-Gayon,
1968). Les solvants moins polaires tels que lI'acétone sont utilisés pour extraire les composés

de faible polarité avec une forme aglycones hautement méthylée. (Riberau-Gayon, 1968).
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Les teneurs en flavonoides des extraits de T. communis varient d’une maniére
significative (p<0,05), selon I’organe de la plante utilisé (Figure 10). Aucune différence

significative n’a été constatée entre les tiges et les racines.
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[ Figure 12 : Représentation graphique des teneurs en flavonoides des extraits de Tamus communis.

L’extrait éthanolique de feuilles a présenté la teneur en flavonoides la plus élevée qui
est de 32.008+0.530 mg eq Q/g MS, suivie par I’extrait de fruits (23.663+0.49mg eq Q/g
MS). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que, les flavonoides se localisent généralement
dans les parties aériennes des végétaux (feuilles, fruits et tiges), vu qu’ils jouent un rdle
important dans la protection contre les rayonnements solaires. Cependant, la plus faible

teneur a été trouvée dans I’extrait des graines (2.847+0.146mg eq Q/g MS).

Hamiduzzaman et al., (2017), ont rapporté que, la teneur en flavonoides de I’extrait
éthanolique des fruits de Dioscoreacea alata (8.05 £ 0.750 mg eq Q/g MS), est faible par
rapport a I’extrait de fruit de T. communis (23.663+0.49mg eq Q/g MS). Mais, I’extrait de
fruit de T. communis de Portugal reste supérieur avec une valeur en flavonoides qui est de

52.694+3.51mg eq Q /g d’extrait (Marco et al., 2011).

Selon la littérature, le contenu polyphénolique varie qualitativement et

quantitativement d’une plante a une autre, cela peut étre influencé par plusieurs facteurs, tels
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que, les facteurs géographique, climatique, le stade de développement de la plante et son

degré de maturation, la durée de stockage ...etc (Bruneton, 1999).

I11.2. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits éthanoliques in vitro

Dans la présente étude 1’activité antioxydante des extraits phénoliques de T.

communis a été déterminée en utilisant 1’activité anti radicalaire des radicaux DPPH et

ABTS.

111.2.1. Activité scavenger du radical DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé pour
¢évaluer D’activité antioxydante. La méthode est basée sur la capacité des antioxydants a agir
en tant que piégeurs de radicaux en réduisant le DPPH par un transfert d’hydrogene (Talbi
et al., 2015).

Les résultats obtenus (Figure 13), ont montré que tous les extraits de T. communis
testés ont exhibé d’importantes capacités inhibitrices du DPPH, qui varient selon I’organe
étudié.
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Figure 13 : pourcentage d’inhibition du DPPH par les extraits de Tamus communis en fonction

de différentes concentrations.
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Les résultats illustrés dans la (Figure 13) montrent que le pourcentage d’inhibition du

radicale DDPH augmente en fonction de I’augmentation des concentrations des extraits des

différentes parties de la plante étudiée.

La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir des 1C50,

c’est la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, plus la valeur d’IC50

est faible, plus ’activité de I’extrait testé est importante (figure 14) (Pokorny et al., 2001).
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Figure 14 : Histogramme des IC50 des différents extraits en pg/ml.

L’analyse statistique des résultats (Figure 14) indique une simple différence

significative entre la racine et la tige, tandis que, aucune différence significative n’a été

enregistrés entre la tige et le fruit (P>0.05).

L’extrait de racines qui a présenté une IC50 de 49.51+ 2.28 ug/ml, a exercé le

meilleur pouvoir antiradicalaire (DPPH), suivi de I’extrait de tiges (82.29+3.020ug/ml). La

plus faible activité antiradicalaire contre le DPPH a été obtenue par I’extrait de graines avec

une IC50 de 480.13£5.177ug/ml. 1l a été¢ remarqué que, 1’activité¢ antiradicalaire de ces

extraits est trés faible par rapport a celles de 1’acide ascorbique (1,76pg/ml) et de la BHA

(2.16ug/ml).

Ces résultats permettent de classer les extraits par rapport au standard selon leur

pouvoir antioxydant par ordre décroissant (graines > feuilles > fruits > tiges > racines> BHA

> acide ascorbique).
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Zerargui, (2015), a montré que 1’extrait éthanolique des racines de Tamus communis
a obtenu une IC50 de 50.32+0.862ug/ml, ce résultat reste faible par rapport a celui de

I’extrait de racines de la présente étude.

Selon, Hamiduzzaman et al. (2017), I’extrait méthanolique de tiges de Dioscorea
alata a montré une valeur d’IC50 de I’ordre de 33.75ug/ml, ce qui révéle un pouvoir
antioxydant plus élevé par comparaison au résultat de I’extrait de tiges (IC50 est de

82.29ug/ml) de T. communis étudiée.

Toutefois, Marco et al. (2011) ont trouvé des IC50 de 910£0.01pg/ml, pour I’extrait
méthanolique des fruits, ce qui n’est pas en accord avec I’IC50 qu’on a trouvé IC50 qui est
de 83.88+0.970ug/ml.

L’activité « scavenger » du radical DPPH peut étre attribuée a la présence de
groupements hydroxyles, a la structure moléculaire des composés phénoliques. Il est aussi
important de noter que la position des groupements et le degré de leur méthylation pourrait

influencer 1’activité anti radicalaire de ces polyphénols (Irulandi et al., 2016).

111.2.2. Activité Scavenger du radical ABTS

Les résultats de ’activité antiradicalaire, vis-a-vis du radical ABTS:* des extraits sont

exprimés en mg eq TEAC/g MS et illustrés dans la figure 15.
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{ Figure 15 : Activité anti-radicalaire des extraits équivalent Trolox a une concentration de 1mg/ml. }

L’analyse statistique a montré une différence significative entre les différents extraits

étudiés (P < 0,05). A la concentration de 1mg/ml, les extraits de fruits et feuilles ont donné

E
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une activité scavenger contre le radical ABTS trés hautement significative (P<0,05) avec des
valeurs de 22.78 #0,30 mg eq TEAC/g MS et 21,19 £+ 0,11 mg eq TEAC/g MS
respectivement. Tandis que, les graines ont montré une faible activité réductrice avec une
valeur de 3,49+0,05 mg eq TEAC/g MS. L’étude statistique a révélé une différence
significative entre les résultats enregistrés par les extraits de racines et ceux de tiges
(12.91+£0.17 mg eq TEAC/g MS ; 11.93+0.13 mg eq TEAC/g MS), respectivement.

Les résultats de 1’activité antiradicalaire, vis-a-vis du radical ABTS, du standard et

des extraits de Tamus communis sont exprimés en 1C50 et représentés dans la figure 16.

1400
1200 Bgraines
Hmtiges
1000
B fruits
- 800 # racines
E 600 = feuilles
< 1
= trolox
o 400
Lo
O
200
f
0 T
graines tiges fruits racines  feuilles trolox

Figure 16 : Les valeurs des IC50 des extraits de T. communis contre le radical ABTS en pg/ml

L’analyse statistique des résultats obtenus montre des différences significatives (P <
0,05) entre les différents échantillons étudiés. L’activité la plus efficace est celle obtenue
avec ’extrait de feuilles qui est de 1’ordre de 331.91ug/ml, cette valeur est supérieure de
celle du standard Trolox (39.37 pg/ml). L’activité antiradicalaire se classe donc dans 1’ordre
croissant suivant : graines < tiges < fruits < racines <feuilles < Trolox.

A T’issu des résultats obtenus, il s’est avéré clairement que les extraits de la plante
étudiee, exerce une bonne activité antiradicalaire contre le radicale ABTS, ceci est

probablement dd a la richesse de ces extraits en groupements hydroxyles.
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111.3. Etude in vivo de I’effet de Tamus communis sur le stress oxydatif hépatique

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’effet protecteur de I’extrait de fruits de
T. communis contre le stress hépatique induit par 1’administration d’une forte dose en

paracétamol.

111.3.1. Evaluation des taux sériques des transaminases (ALAT et ASAT)

La variation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT/ALAT) chez les
souris témoins, traitées par le paracétamol et prétraitées par les extraits de fruits de T.

communis est représentée sur la Tableau 111 et illustrée dans la Figure 17.

Tableau 111 : La variation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT/ALAT) chez
les souris témoins, traitées par le paracétamol et prétraitées par les extraits de fruits de T.
communis.

CMC | TC TC TC TC Médicament
Paramétre | CMC |PCM | 100mg/kg | 300mg/kg | 100mg/kg | 300mg/kg
S PCM PCM
ALAT 68.22 | 181.24 | 85.44 71.05 93.45 81.16 70.93.50
(UI/L) +3 +07 +17 +9 +13 + 04 +12
ASAT 248.13 | 651.74 |171.13 265.12 323.78 227.33 198.13
(UI/L) +23 +9 +23 +34 +9 +16 +41

Les résultats obtenus (Figure 17), ont montré des différences significatives entre les
taux des transaminases des différents groupes traités et non traités. En effet, le traitement des
souris par le paracétamol a provoqué une augmentation hautement significative du taux des
transaminases : de I’alanine aminotransférase (ALAT) (181.24 +£ 07 UI/L) et de I’aspartate
aminotransférase (ASAT) (651.74 + 9 UI/L)
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Figure 17 : variation de la concentration sanguine des transaminases (ASAT et ALAT) chez les souris

témoins traitées (paracétamol) et prétraitées par (les extraits de fruit de 7% communis a différentes doses).

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (n=3), ANOVA-MANOVA suivit par le
teste LDS ont été utilisés pour I’analyse statistique. La différence est significative ***p<(0.05

tres significative, **p<0.05 moyennement significative, *p<0.05faible significative.

Aucune différence significative dans les taux de ALAT (85.44 + 17 UI/L ; 71.05+ 9
UI/L) et ASAT (171.13 =23 UI/L ; 265.12 + 34UI/L) n’a été enregistrée dans les groupes
contrdles, traitées par I’extrait de T. communis aux doses 100 mg/kg et 300 mg/kag,

Comparativement au groupe témoin dont les taux de ALAT et ASAT sont (68.22 +
3UI/L) et (248.13 £ 23UI/L) respectivement (Tableau IIl). Par contre une diminution
hautement significative a été enregistrée chez les souris prétraitées par les extraits de T.
communis a différentes doses 100 mg/kg (93.45 + 13 UI/L de ALAT et 323.78 + 9 UI/L de
ASAT) et 300 mg/kg (81.16 + 04 UI/L de ALAT et 9 227.33 + 16 UI/L de ASAT). Avec
une overdose de paraceétamol a (400 mg/kg).

En tant qu’organe de désintoxication, le foie est le premier organe qui rencontre tous
les matériaux qui sont absorbés par le tractus gastro-intestinal. Il a été démontré qu’il
réagissait aux effets toxicologiques de plusieurs facons, y compris la dégénerescence
cellulaire, la nécrose et la fibrose. Plusieurs travaux scientifiques, réalisés sur des souris, ont

montré que le paracétamol peut induire une destruction du foie par 1’élévation des taux

sanguins des transaminase (ASAT/ ALAT) (Walaa et al., 2014).
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Au cours de la lésion hépatique, les enzymes ont tendance a s’écouler dans la
circulation sanguine en raison de leur emplacement cytoplasmique, ce qui facilite leur mise
en circulation en réponse a des dommages de I’intégrité structurelle du foie (Afroz et

al.,2014).

Les résultats issus de cette étude expérimentale révelent une augmentation du taux
des transaminases (ASAT/ALAT) apres traitement des souris par une forte dose du

paracétamol, ce qui a été confirmé par les travaux de Forouzandeh et al. (2013).

Selon Farag et al., (2010) cette augmentation peut étre due pratiqguement a des
Iésions tissulaires dans le foie, en raison de modification de permeabilité de la membrane
cellulaire ou également a une augmentation de la synthése ou une diminution du catabolisme

des transaminases.

Dans la présente étude 1’augmentation de 1’activité des transaminases est enregistrée
suite aux conditions drastiques causées par ’activité toxique due a I’accumulation du produit
du métabolisme de paracétamol : le N-acétyle p-benzoquinine-imine (NAPQI) dans le foie,
ce qui peut provoquer une destruction cellulaire ou augmenter la perméabilité des cellules
hépatiques. De plus, les ROS générés suite au cycle redox du NAPQI peut endommager les

membranes hépatiques (Walaa et al., 2014).

La réduction des effets toxiques par les molécules antioxydantes a été évaluée dans
plusieurs études précédentes Kanbur et al., (2009) et Forouzandeh et al., (2013). Au cours
de cette étude, le prétraitement par les extraits de fruits de T. communis a normalisé I’activité
enzymatique des transaminases, par comparaison au témoin. Cette normalisation peut étre
expliquée, par I’effet protecteur des antioxydants de T. communis & protégé les cellules
hépatiques contre les effets toxiques de NAPQI. Ces résultats sont en accord avec d’autres
études ou les extraits de plantes ont prouvés leur effets hépatoprotecteur chez les souris apres
exposition a une forte dose du paracétamol ou a d’autres molécules hépatotoxiques

(doxorubicine, CCL4 ...) (Omar et al., 2016).

II1.3.2. Variation des paramétres du stress oxydatif par I’évaluation des taux hépatiques
du MDA

La figure 18 illustre la variation du MDA cytosolique dans le foie chez les souris
prétraitées ou non par les extraits de fruit de T. communis et les résultats sont exprimés en

nmol/g de foie en utilisant une courbe standard de tetraetoxypropane (TEP) (Annexe 3).
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Figure 18: variation du taux de MDA cytosolique hépatique aprés administration de forte dose du
paracétamol (400mg/kg) par souris.

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (n=3), ANOVA-MANOVA suivit par le
teste LDS ont été utilisés pour [’analyse statistique. La différence est significative®***p<(0.05
trés significative, **p<0.05 moyennement significative, *p<0.05faible significative.

Une élévation hautement significative (P<0,05) du MDA a été constatée chez les
souris témoins traités par le paracétamol a 400mg/kg (57,64+ 5.28 nmol/l) par rapport ou
groupe témoin (CMC) (5,984 2.51nmol/l). Par ailleurs, une variation significative (P<0,05)
du taux du MDA a été révélée chez les souris prétraitées par les extraits de T. communis a la
dose de 100mg/kg et 300mg/kg avec une diminution des taux de MDA de 39,05 £ nmol/l et
21,87+3.25 nmol/l respectivement, et cela par rapport au groupe traité. Ces résultats
indiquent que les souris ont été protégées par les extraits de fruit de T. communis d’une fagon

significative en fonction de la dose administrée.

Etant donné que, les phospholipides membranaires sont des cibles majeures de dégats
oxydatifs, la peroxydation lipidique est souvent le premier parameétre analysé pour prouver
I’atteinte des radicaux libres. La peroxydation lipidique est le processus de dégradation
oxydante des acides gras polyinsaturés. Elle produit une perte progressive de I’intégrité de
la membrane cellulaire, une altération de la fonction de transport membranaire et une

perturbation de ’homéostasie des ions cellulaires. Le stress oxydant est caractérisé par les
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ROS qui induisent la peroxydation lipidique, le MDA est un produit secondaire genéré au

cours de I’oxydation des acides gras polyinsatures (Cillard et Cillard, 2006).

Les résultats obtenus ont montré 1’augmentation du taux du MDA cytosolique dans
le tissu hépatique dans le groupe trait¢ par le paracétamol. L’augmentation de la
peroxydation lipidique, indiquée par le taux élevé du MDA, ceci montre bien que
I’administration d’une forte dose du paracétamol est capable de provoquer la génération des
ROS, qui se traduit par une peroxydation lipidique dans le tissu hépatique. Les lipides de la
membrane cellulaire hépatique sont sensibles aux lésions des radicaux oxygénés induits par
le produit de dégradation du paracétamol le NAPQI (Reid et al., 2005). Dans les conditions
aerobies, le radicale semi quinone du NAPQI est capable de provoquer la génération des
ROS, y compris le radical hydroxyle, qui peut affecter profondément les lipides, induisant
ainsi une peroxydation lipidique (Hinson, 2010). Dans le méme contexte, des études
réalisées Mitchell et al. (2011), ont montré que, 1’administration d’une forte dose du
paracétamol, induit une augmentation de la peroxydation lipidique au niveau du tissu

hépatique.

Dans les états de stress oxydatif, le glutathion réduit la (GSH) qui est convertie en
glutathion oxydé (GSSH) et I’épuisement entraine une peroxydation lipidique. La SOD est
connue pour inhiber la production de radicaux HO- En éliminant O2". En effet, sa réduction
est entrainée tout en inhibant la peroxydation lipidique. En outre, I’augmentation de la
peroxydation lipidique est associée a une diminution de ’activité de la SOD (Meister et
Anderson, 1983)

Par ailleurs, le prétraitement par les extraits de fruit de T. communis diminue le taux
du MDA cytosolique, ce qui permet de dire que les extraits de fruits de T. communis
proteégent le tissu hépatique contre les effets toxiques du stress oxydant, dans la peroxydation
lipidique, cet effet protecteur peut étre da a la réduction des molécules de MDA par les
extraits de fruits de T. communis. En effet, le T. communis présente une activité
antilipoperoxydative, par son effet de balayage des radicaux peroxyles, par la capacité de
chélation des ions et sa capacité a réduire le Fe™et inhiber ainsi la réaction de Fenton et la

peroxydation des lipides, ¢’est ce qui a été confirmé par Zerargui en 2015.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail apermis d’ étudier et de valoriser une plante médicinale loca e qui
représente une source importante de substances naturelles bioactives. Cette étude a été
consacrée d une part, aux dosages de quelques antioxydants (polyphénols et flavonoides)
de différentes parties de Tamus communis, et d autre part, a I’ évaluation de leurs activités
antioxydantesin vitro et in vivo.

Les résultats du dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux etflavonoides)des
extraits de T. communis ont montré que les teneurs les plus élevées ont été obtenues avec
les extraits de feuilles et de fruits(18,81ImgeAG /g MS ;14,74mg EAG/gMS)
respectivement pour les polyphénols et (32mg EQ/g MS ; 23,66mg EQ/g MS)
respectivement pour les flavonoides.

Les résultats obtenus ont montré que tous les extraits de T. communistestés ont
exhibéd’ importantes capacités inhibitrices du DPPH, qui varient selon I’ organe étudié et la
concentration utilisée.L’ extrait de racines qui a présenté une IC50 de 49.51+ 2.28 pg/ml,a
exercé le meilleur pouvoir antiradicalaire (DPPH), suivi de [I'extrait de tiges
(82.29+3.020ug/ml). La plus faible activité antiradicalaire contre le DPPH a été obtenue
par I'extrait de graines avec une IC50 de 480.13+5.177ug/ml. Il a été remarqué que,
I’activité antiradicalaire de ces extraits esttres faiblepar rapport a celles del’acide
ascorbique (1,76pg/ml) et de laBHA (2.16ug/ml).

Cependant, I’ activité antiradicalaire contre I’ ABTS la plus efficace est celle obtenue
avec |'extrait de feuilles qui est de I’ordre de 331.91ug/ml, cette valeur est supérieure a
celle du standard Trolox (39.37 pg/ml).

D'autre part, [|'étudeexpérimentde in vivo a permis dévauer | effet
hépatoprotecteur de I'extrait éthanolique des fruits de Tamuscommunis contre une
intoxication induite par un surdosage en paracétamol. Il s'est avéré que, le prétraitement

des souris par des doses de 100 mg/kg et 300 mg/kg par I’ extrait de fruits de

T.communissuivied’ une seule dose intrapéritonéale du paracétamol a 400 mg/kg, a

donné une forte hépato-protectivité des extraits de T.communis, ce qui a été confirmé par
les taux sériques des transaminases obtenus chez les souris traitées et non traitées par les
extraits de la p L’effet hépato-protecteur de cette espece est probablement lié aux
métabolites secondaires contenus dans ses fruits. Ces composés qui sont en partie

responsables de I’ activité antioxydante testée.

lante étudiée, de méme pour lateneur en enzyme de la peroxydation lipidique du MDA.



admin
Zone de texte
38



Conclusion et perspectives

Ce travail reste préliminaire, il a permis la mise en évidence du pouvoir antioxydant des
extraits de T.communis, il seraintéressant de compléter ce travail par une identification et
une caractérisation des composés phénoliques de cette espécepar des techniques
chromatographiques telles que I'HPLC, LC-MS et une GC/MS...etc, ains que

I’ exploration d autre aspects biologiques soit pharmacol ogiques ou toxicol ogiques.
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Glossaire

Antalgique : est un médicament utilisé en medecine dans le traitement de la douleur.

Antioxydant : Lutte contre le stress oxydatif, protége la cellule d’une oxydation par les

radicaux libres et empéche 1’altération des composés organiques.

Antipyrétique: Un antipyrétique est un médicament utilisé dans le traitement de la fievre. De

nombreuses molécules ont des effets antipyrétiques parmi lesquelles le Paracétamol.

Apoptose : est le processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en
réponse a un signal. C’est 1’une des voies possibles de la mort cellulaire.

Cathartique : Relatif a la catharsis qui produit une action purificatrice libératrice.
Céruléoplasmine : est une protéine de transport du cuivre dans le sang, d’origine hépatique

(fabriquée pare le foie).

Diurétique : est une qui entraine une augmentation de la sécrétion urinaire et peut étre
utilisée notamment pour traiter I’hypertension artérielle, I’insuffisance cardiaque, certaines
cedeémes, I’hypertension portale ou I’hyerkaliemie.

Ferritine : est une protéine permettant le stockage du fer. Elle joue un réle clé dans le
métabolisme, permettant de réguler 1’absorption intestinal de fer en fonction de besoins de
I’organisme.

Hématome : est un amas de sang apparaissant a I’intérieur d’un tissu aprés une hémorragie
survenue a la suite d’un choc. Il peut entrainer un décollement et gonflement de la peau.
Hépatotoxicité : est considérée comme le pouvoir qu'a une substance de provoquer des

dommages au foie; cela intervient généralement a la suite de la prise de médicaments.

IC50 : Ce parametre est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer
la concentration initiale de 50%, il est inversement lié a la capacité antioxydant Phénols :
Ce sont des composés chimiques aromatiques portant une fonction hydroxyle — OH. Les

dérivés portant plusieurs fonctions hydroxyle sont appelés des polyphénols.

Redox : est une reaction chimique au cours de laquelle se produit un transfert d’électron,
I’espéce chimique qui capte les électrons est appelée « oxydant » ; celle qui les céde «

réducteur »
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Transferine : est une protéine sérique de type beta globuline, synthétisée par le foie, elle

constituée d’une chaine polypeptidique porteuses de trois sites de captation de fer.
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Annexe

Annexe 01 : Préparation des solutions et réactifs

a) -Dosage des polyphénols totaux

Folin-ciocalteu a 10% : 10ml du réactif de folin —ciocalteu dans une fiole jaugée de 100ml et
compléter au trais de jauge avec I’eau distillée.

Nazcosz a 7,5% : 7,5 g dans 100 ml d’eau distillée
b) -Dosage des flavonoides

Trichlorure d’aluminium a 2% : 2g d’AICI13 dans 100ml d’eau distillée.
C)-Le radical DPPH

Solution de DPPH a 0,1Mm :0,008 g DPPH dissout dans 200 ml éthanol.
d) -Le radical ABTs

Pour la Solution d’ABTs a 7Mm : dissoudre 72 mg d’ABTs dans 20 ml d’eau distillée, avec
I’agitation, ajouté 13,24 mg de persulfate de potassium, bien agiter puis incuber 12 a16h a

T° ambiante et a I’obscurité puis placer au réfrigérateur pour stopper la réaction.
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Annexe 2 : Différents appareillages et Produits chimiques utilisés

Tableau : Les différents appareils et produits chimiques utilisés

Les Appareillages et matériels

Produits chimiques

Agitateur

Barreau magnétique Béchers
Broyeur électrique

Cuve

Papier aluminium.

Papier absorbant

Papier filtre Wattman

Papier fils
Spectrophotometre UV visible
Tamiseur

Les Tubes

Erlenmeyer

Distillateurs

Etuve

La balance

La haute

Micropipettes (1000,200ul)
Les ambos

Centrifugeuse

-Butyl Hydroxy Anisole (BHA) ;

- Eau distillé(H20D) ;

-Acide trichloracétique(TCA) ;
-Chlorure de sodium (NaCl)
-Diphénilepicryl-hydrazyle(DPPH) ;
-Ethanol

-Poudre d’ABTS pour préparer la Solution de
I’ABTS+ ; -Tampon phosphate ; -Trolox.
-Quercétine

-Folin Ciocalteu

-acide galique

-acide ascorbique

-TCA

-TBA
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Annexe 03 : Les courbes d’étalonnages.
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Figure 1 : courbe d’étalonnagedes polyphénols totaux.
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Figure 6 : Activité scavining du radical ABTS-+ a différentes concentrations des extraits

éthanolique de Tamus communis.

Annexe 04 : Etude statistique
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fruit £2% 31.57667 HEHE
F=l Test LSD; variable POLYPH (new.sta) 1Ol x|
MANOVA Groupes homogenes, alpha = |05
GENERALE EFFET PRINC. :PARTIE
PARTIE B 2 3 s s |
graine {5% 3.49554 HEEE
tige 3% 8.11678 HEEX

F=] Test LSD; variable FLAVN (new.sta) = O] x|
Suite Groupes homogéenes. alpha = |05
= = EFFET PRIHC. :PARTIE

PaRTIE . 2 5 1 s | e |
HEEER

BHA {63} 0O.00000 HEEE

graine {53} 2.84733 HERE

racine f4F 8.26267 HEEX

tige £33 8.47067 HEEX

fruit {23 23.66333 HEEX

feuiille {13} 32.00800 HEEXE
E Test LSD; variable DPPH (new.sta) = | O i]
HMAHOVA Groupes homogénes, alpha = |05

GENERALE EFFET PRINC. :PARTIE

FPARTIE 1 2 3 4 5 6 |

HEEX

AAS 0.,0000 HEEE

racine f4% 50,3800 HEXEX

tige £3F 82.9167 HEEX

fruit £2%F 84,2300 HEEX

feuiille {1} 164,8700 HHEEX

graine {5% 480, 2700 HEEX
[T Test LSD; variable ABTS (new.sta) - |0l x|

Suite Groupes homogenes, alpha = |05
= = EFFET PRIHNC. :PARTIE

PARTIE : 2 : : :
3.49233 HEEX

tige {2%F 11,93533 HEXEX

racine {3} 12.91400 HEEE

feuille {5} 21.19000 HEEX

fruit {1} 22.,78467 HEEX




Résumé

Tamus communis est une plante connue en médecine traditionnelle, elle a été utilisée pour ses
vertus thérapeutiques depuis l'antiquité. Une partie de ce travail a été consacrée a 1’étude
phytochimique des polyphénols et flavonoides de cette espéce. Les extraits éthanoliques ont été
obtenus par macération, le rendement le plus élevé a été obtenu avec les fruits (32%). Le dosage
des phénols totaux et des flavonoides a révélé que les deux extraits éthanoliques de feuilles et fruits
ont présenté les taux les plus élevés en phénols totaux avec des teneurs de 18.81 et 14.4 7mg
EAG/g MS respectivement, et en flavonoides avec des valeurs de 113.54 et 74.94 mg EQ/g MS
respectivement. L’activité antioxydante a été évaluée in vitro et in vivo. Les résultats obtenus ont
montré que I’extrait de racines a exercé 1’activité antiradicalaire la plus puissante contre le DPPH
avec une IC50 de 49.51+ 2,28, et contre I’ABTS avec une IC50 de 83.88+0.97ug/ml. L’étude in
vivo & viser I’évaluation de I’effet hépatoprotecteur de ’extrait éthanolique de fruits de Tamus
communis contre une intoxication induite par le paracétamol chez des souris BALB/C. Il a été
montré que le paracétamol augmente significativement les valeurs sériques d’ASAT et ALAT ainsi
gue le taux hépatique du MDA, comparativement au groupe témoins.

Mot clé : Tamus communis, polyphénols, antioxydant, paracétamol, hépatoprotecteur.

Abstract

Tamus comminus is a plant used and recognized for its therapeutic virtues since antiquity in
traditional medicine. Thus, this work concerns a qualitative and quantitative phytochimic study of
polyphenols and flavonoides. The extracts ethanolic were obtained by maceration gave the highest
output 32% for the fruits. The proportioning of total phenols and the flavonoides revealed that the
two extracts ethanolic of sheet and fruit have the highest total phenol rates with Contents of 18.81
and 14.4 7mg EAG/g ms respectively, and in flavonoides with the content of 113.54 and 74.94 Mg
antioxidant EQ/g MS. L' activity was to evaluate by using deus methods deferent in vitro: the
method (DPPH and ABTS), the results showed that the root and fruits carry on the anti-activity
radicalizing most powerful (IC 50= 49.51+ 2,28), (83.88+0.97ug/ml), respictevement, equivalent
of standads (C 1.76% saw, BHA 2.16%jpug/ml). The study in vivo relates to the ethanolic evaluation
of the hepatoprotector effect of the fruit extract of tamus communis (Dioscoréaceae) against an
intoxication induced by paracetamol in mice BALB/C. It was shown that paracetamol significantly
increases the serum values of ASAT and ALAT as well as the hepatic rate of the MDA, compared
to the group conveys.

Keyword : Tamus communis, polyphenols, antioxydant, paraceatmol, hepatoprotector
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