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Résumé

L’objectif de ce travail consiste a évaluer les principes nutritionnels conventionnels de la
pulpe du fruit du jujubier (PFJ) écotype "Zfisef" produit dans I’ouest algérien et a déterminer
les composés du métabolisme secondaire ainsi que 1’activité antioxydante. Cette derniére ainsi
que le potentiel anti-inflammatoire sont mis en évidence in vivo. La PFJ montre un taux
d’humidité de 19%, un taux de cendre de 6.1%, un taux de protéines de 2,88 %, une teneur en
lipides, en sucres totaux et en vitamine C sont respectivement de 0.28%, 23,20% et 0,194%.
Les composés du metabolisme secondaires révélent un taux de polyphénols totaux important
au niveau de ’extrait ethanolique de Ziziphus (EEZ) de la PFJ (7.80 £0.40 mg EAG /g). Les
flavonoides représentent 25.58+16.6 mg EQ/gr. Quant la fraction des tanins condensés, elle
semble plus importante comparée a celle hydrolysable (P<0,05). Le taux d’anthocyanes de la
PFJ est de 4,81+0,44 mg équivalent cyanidine 3-glucoside pour 100 g de PFJ tandis que le
béta carotene représente 5,02+0,19 mg pour 100g. Le pourcentage d’inhibition par le DPPH
est de 56,60+3,99% a la concentration de ’EEZ de PFJ de 0,25+0,062 mg/ml. Le pouvoir
réducteur de I'EEZ et celui de l'acide ascorbique sont déterminé par la méthode FRAP et
exprimés en densité optique. 1l est de 0,533 £ 0,035 et 1,16 + 0,020 DO a la concentration de
0,1 mg/ml et 1,87 + 0,044 et 3,22 + 0,044 a la concentration de 0,5 mg/ml respectivement
pour I’EEZ et ’acide ascorbique. Les composés phénoliques identifiés dans la PFJ par LC-
MS/MS sont variés et nombreux en comparaison avec ceux des especes étrangeres. L’effet de
I’EEZ sur le taux de survie de Saccharomyces cerevisiea a montré qu’a la concentration de
176 mM de peroxyde d’hydrogene sans I’extrait de PFJ la somme des colonies est estimée a
221UFC/ml soit une diminution de 50% correspondant a la DL 50 alors qu’elle atteint le
chiffre de 344 (=78%) soit une augmentation de 28% par rapport au nombre de colonies a la
DL50. Notre EEZ a un effet palliatif par son potentiel antioxydant appréciable face a I’effet
létal du peroxyde d’hydrogéne. L’étude in vivo de I’induction d’cedéme par injection de
carragénine chez le rat Wistar démontre ’effet anti-cedémateux de I’EEZ comparé au
Diclofénac. Dans les mémes conditions expérimentales, la  détermination
immunoturbidimétrique du CRP; et 1’étude de la formule leucocytaire confirment 1’effet anti-
inflammatoire de ce fruit.

Mots clés : Pulpe du fruit du jujubier, métabolites secondaires, activité antioydante, rats
Wistar, potentiel antioxydant, potentiel anti-inflammatoire



Abstract

The objective of this work is to assess the conventional nutritional principles of the pulp of
the fruit of the jujube (PFJ) ecotype "Zfisef" product in western Algeria and identify
compounds of secondary metabolism and antioxidant activity. The latter and the anti-
inflammatory potential are demonstrated in vivo. The PFJ shows a humidity of 19%, an ash
content of 6.1%, a protein content of 2.88%, a lipid content, total sugars and vitamin C are
0.28%, 23, 20% and 0.194% respectively. Secondary metabolism of compounds show a
significant rate of total polyphenols in the ethanolic extract of Zizyphus (EEZ) of the PFJ
(7.80 £ 0.40 mg EAG / g). Flavonoids are 25.58 + 16.6 mg EQ/gr. As the fraction of the
condensed tannins seems more important compared to that hydrolyzable (P <0.05). The
anthocyanin content of the PFJ is 4.81 + 0.44 mg equivalent cyanidin 3-glucoside per 100 g of
PFJ while the beta carotene is 5.02 + 0.19 mg per 100g. The percent inhibition by DPPH is
56.60 £ 3.99% at the concentration of EEZ PFJ 0.25 £ 0.062 mg/ml. The reducing power of
the EEZ and the ascorbic acid are determined by the FRAP method and expressed as optical
density. It is of 0.533 £ 0.035 and 1.16 + 0.020 OD at a concentration of 0.1 mg/ml and 1.87 +
0.044 and 3.22 + 0.044 at the concentration of 0.5 mg/ml respectively for the EEZ and
ascorbic acid. Phenolic compounds identified in the PFJ by LC-MS/MS are varied and
numerous in comparison with those of the foreign species. The effect of EEZ on
Saccharomyces cerevisiea survival rate shows that at the concentration of 176 mM hydrogen
peroxide, without the extract PFJ, the sum of colonies is estimated 221UFC/ml with 50%
reduction corresponding to the LD50, whereas it is 344 CFU/ml (=78%) a 28% increase
relative to the number of colonies to the LD50. Our EEZ has a palliative effect by its
appreciable antioxidant potential against the lethal effect of hydrogen peroxide. The in vivo
study of the induction of edema by carrageenan injection in Wistar rats demonstrates the anti-
edematous effect of EEZ compared to Diclofenac. In the same experimental conditions, the
determination of Immunoturbidimetric CRP, and the study of leukocyte count confirms the
anti-inflammatory effect of this fruit.

Keywords: pulp of the fruit of the jujube, secondary metabolites, antioxydante activity,
Wistar rats ,potential antioxidant, anti-inflammatory potential.
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du transport et ils seront vulnérables aux différents parasites et champignons. Une
amélioration des connaissances de la morphologie, la phénologie et la composition chimique
de Z. jujuba est nécessaire pour sa réintroduction et sa valorisation en Algérie. Dans notre
pays ce fruit apparait en septembre octobre et vue sa rareté, est convoité par les
consommateurs. Des travaux récents ont concerné les fruits de diverses espéces du jujubier
pour rapporter leurs vertus thérapeutique et nutritionnelle. Elaloui et al, 2014 ont étudié la
composition en acides aminés, en polyphénols et en sucres des pates de fruits de quatre
écotypes de Ziziphus jujuba cultivés en Tunisie, appréciées par les habitants et exportées.
Fahim et al, 2014 ont rapporté les effets antimicrobiens de miel de Zizyphus jujube (Siddar
honey) testés sur une panoplie de germes responsables de toxi-infections. Aussi d’autres
travaux rapportent I’intérét de ce fruit dans le traitement du déclin cognitif (Jazayeri et al,
2014), du cancer (Huang, 2007; Plastina, 2012), de I’inflammation (Sharif et al, 2009) et dans
I’immunostimulation (Zhang et al, 1998, Zhang et al, 2001).

L’objectif de ce travail consiste a évaluer les principes nutritionnels conventionnels de
la pulpe du fruit du jujubier (PFJ) écotype "Zfisef" produit dans I’ouest algérien et a
déterminer les composés du métabolisme secondaire ainsi que 1’activité antioxydante par le
diphenyl picryl-hydrasyl et par le pouvoir réducteur du fer d’un extrait éthanolique de la pulpe
de ce fruit. Un extrait de polyphénols selon Yang, 2011 est lyophilisé ensuite analysé par
chromatographie liquide a haute pression couplée a la spectroscopie de masse (HPLC/MS).
Dans une seconde partie, nous déterminerons le potentiel antioxydant de la pulpe de ce fruit
comme source potentielle de molécules naturelles bioactives, permettant une protection contre
les effets du stress oxydant et le développement de la toxicité des antioxydants synthétiques.
Une derniére partie in vivo permettra de mettre en évidence I’effet anti-inflammatoire de

I’extrait ethanolique de la pulpe de Ziziphus chez des rats Wistar.



1.1. Description taxonomique

Le jujubier est une espéce du genre zizyphus appartenant a la famille des Rhamnacées.
le nom zizyphus est lié a un mot arabe et les anciens grecs utilisaient le mot ziziphon pour le
jujube. Il existe deux grands jujubes domestiques : Zizyphus mauritiana lamk le jujubier
indien et Zizyphus jujuba miller le jujubier commun. Ces deux especes ont été cultivées sur de
vastes régions du monde. Ces especes ont une large gamme de morphologies, des arbustes a
petites ou moyennes dimensions et arbres qui pourraient étre dressés, semi-dresses ou étalés.
La hauteur peut varier de 3-4 a 10-16 m ou plus. Les arbres sont demi caduques et tres
ramifiés. L’écorce a des sillons profonds longitudinaux et de couleur grisitre ou brun
rougeatre. Habituellement, 1’arbuste ou ’arbre est épineux, mais parfois désormais. Les
rameaux sont densément blancs, pubescents surtout quand il est jeune et a tendance a étre en
zigzag.

Les feuilles sont des lames elliptiques a ovales ou presque orbiculaires, elles sont
pétiolées et les stipules sont des épines. Les fleurs ont tendance d’avoir une odeur acre de
couleur jaune et réuni en cyme. Le fruit ovoide, le jujube a la forme et les dimensions d'une
belle olive. C'est une drupe d'abord jaune, la pulpe est sucrée, gélatineuse, a saveur fade, puis
rouge a maturité, le fruit se flétrit pour atteindre la consistance et le goit d’une datte, d’ou son

surnom de datte chinoise (Mahajan et al , 2010). (Figure : 01)

7 kK ;

Figure 01 : Arbre de jujubier (Zizyphus jujuba)
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figure 02 :fruit du jujubier (Zizyphus jujuba)

1.2. Classification botanique

Connu sous le nom botanique de Zizyphus Jujuba, le Jujubier est classé dans la famille
des Rhamnacées. Il se présente sous forme d’un arbre épineux de six a huit metres de hauteur
et se caracterise par des petites feuilles de couleur vert pale. Les fruits ressemblent trait pour
trait a une olive, a la différence de sa couleur qui est d’un rouge vif. Sa classification

botanique figure dans le tableau 01.
Tableau 01 : Classification botanique de Zizyphus jujuba (Mahajan et Chopda, 2009)

Classification botanique
Regne Plantae
Embranchement Spermatophytes (phanérogame)
Sous- embranchement anthophytina
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales ( rhamnales)
Famille Rhamnaceae
Genre Zizyphus
Especes jujuba

1.3. Composition biochimique de Zizyphus jujuba

Les études phytochimiques menée sur le Zizyphus jujuba montrent la présence de
métabolites primaires et secondaires.
1.3.1 Métabolites primaires

Ces métabolites sont rassemblés dans le tableau 02. Les sucres représentent une

proportion importante suivis des protides ensuite des lipides.



Tableau 02. Teneur de la pulpe du jujubier frais en métabolites primaires (Catoire et al, 1999)

Fractions de la pulpe du fruit (9/100g)

sucres 20% & 32%
lipides 0,1% a 0,3%
protides 0,8% a 2,1%

1.3.2 Métabolites secondaires

Des études sur les différentes especes du genre Zizyphus conduisent a I'isolement et la
caractérisation des alcaloides cyclopeptides, flavonoides, des stérols, des tanins et des

saponines triterpeniques (Ikram,Ogihara, et Yamasaki, 1981 ; Nawwar, et al,1984).

I.4. Activités biologiques et thérapeutiques du Zizyphus jujuba

Les différentes espéces du Zizyphus sont largement utilisées dans le traitement de
certaines maladies comme, les troubles digestifs, 1’asthénie, les affections hépatiques,
I’obésité, les troubles urinaires, le diabéte, les infections cutanées, la fiévre, la diarrhée et
I’insomnie (Abu-Zarga et al, 1995, Abdel-Zaher et al, 2005 ). Les recherches actuelles sur les
différentes activités pharmacologiques de Zizyphus jujuba ont ressorti plusieurs effets de
grande importance pour la médecine moderne. Parmi ces effets on souligne les plus
importants.
1.4.1 Effet hypnotique sédatif et anxiolytique

Les graines et les feuilles de plusieurs espéces de Zizyphus sont connues pour avoir
des effets anxiolytiques et hypnotiques-sédatifs. Elles sont connues pour leur effet sur la
réduction de l'activité du systeme nerveux central qui se traduit par une baisse de l'anxiété en
favorisant le sommeil (Jiang et al, 2007). L'effet inhibiteur du Jujuboside A sur I'nippocampe
de rat est rapporté par Shou et al , (2002). Des effets anxiolytiques, chez les souris, d’une
substance polyherbale contenant I'extrait de pépins de Z. jujuba, sont rapportés par Lin et al,
(2003). Les deux alcaloides, sanjoinine A et nuciferine obtenus a partir des fruits du jujubier
prolongent le temps de sommeil produit par I'hexobarbital. Lorsque la sanjoinine est chauffée
elle produit un isomere qui a un grand effet sédatif (Han et al, 1986).
1.4.2. Effet inhibiteur de la sensibilité gustative

Des triterpénoides inhibiteurs de saveur sucrée ont été isolés a partir de Z. jujuba. Les

extraits de feuilles de Z. jujuba suppriment la sensation de golt sucré chez la mouche



(Pharma regina), le rat et le hamster. Les substances anti gustatives isolées a partir de Z.
jujuba incluent les jujubasaponines I, 11, IV, V, VI et le jujuboside B a partir des feuilles et
des graines et les saponines ainsi que la Ziziphine 1 a 11 a partir des fruits secs. La Ziziphine,
et les jujubasaponines Il et Il sont les trois seules saponines anti gustatives de cette plante
présentant des groupes acyl. Elles sont jusqu'a 4 fois plus actives dans la suppression de la
saveur sucrée du saccharose que les autres constituants anti-gustatifs permettant ainsi de
réduire l'obesité chez les diabétiques et les personnes en surpoids (Suttisri et al, 1995). La
saponine ziziphine supprime la sensibilité gustative induite par le D-glucose, le D-fructose, le
stévioside, la glycine, la saccharine sodique, l'aspartame et la naringine dihydrochalcone
(Kurihara et al, 1988). Il n’a cependant montré aucun effet inhibiteur du goat amer de l'acide
chlorhydrique et le goGt amer de la quinine indiquant que la ziziphine est trés spécifique au
goQt sucré (Kurihara et al ,1992). La Ziziphine s'est avérée inhiber les récepteurs du go(t
sucré chez I'nomme (Smith et Halpern ,1983).

1.4.3. Activité anticancéreuse (chimiothérapie)

Des acides triterpénoiques extraits de Z. jujuba ont été testés in vitro contre des lignées
cellulaires tumorales. Les triterpenes de type lupane ont montré une forte activité cytotoxique.
Les activités cytotoxiques des acides 3-Op-coumaroylalphitolic ont été jugées meilleures que
celles des non-coumaroic triterpenenoids. Ces résultats suggerent que la fraction coumaroyl a
la position C-3 du triterpéne type lupane peut jouer un réle important dans I'amélioration de
I'activité cytotoxique (Lee et al, 2003). L'acide triterponic et I'acide bétulinique, extrait de Z.
jujuba et Z. mauritiana, ont montré une toxicité sélective contre les cultures de cellules de
mélanome humain (Kim et al, 1998). L'acide bétulinique est actuellement en cours de
développement préclinique (Pisha et al ,1995). On pense que l'acide bétulinique peut aussi
étre efficace contre d'autres types de cancer. Récemment, de nombreux travaux scientifiques
in vitro ont montré que l'acide bétulinique est efficace contre le cancer des poumons, de
l'ovaire, du col de l'utérus, de la téte et du cou (Pisha et al, 1998). Les données publiées
suggérent que l'acide bétulinique induit l'apoptose des cellules sensibles de facon
indépendante (Kim et al, 1998 ; Liu et al, 2004 ; Eiznhamer et Xu ,2004).

1.4.4 L'activité antimicrobienne

Sarfaraz et al, (2002) ont rapporté des effets antifongiques de Z. jujuba extrait a
I'éthanol a partir de la racine et ont montré aussi une activité inhibitrice significative sur les
champignons Candida albicans, C. tropicalis, Aspergillus flavus, A. Niger et Malassezia
furfur (souches 1374 et 1765). En outre, I'extrait d'écorce de racine de Z. jujuba montre une

activité antibactérienne contre 20 bactéries selon les travaux d’Elmahi et al, (1997). Des



extraits au méthanol et a l'acétone de feuilles de Z. mauritiana exercent des effets
antibacteriens contre Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Proteus vulgaris et
Bacillus subtilis (Chowdary et Padashetty, 2000). L'acide bétulinique isolé de I'écorce de la
tige de Z. jujuba présente une activité antivirale en retardant la progression du VIH 1
(Mukharjee et al, 2003).
1.4.5 L activité anti-ulcéreuse

Une propriéeté antiulcéreuse de l'extrait de feuilles de Z. mauritiana et Z. jujuba est
rapportée par Ganachari et Shiv (2004) chez le rat. Cet extrait posséde une activité anti-
ulcéreuse significative et dose-dépendante. Selon ces mémes auteurs, l'activité anti-ulcéreuse
de Z. jujuba peut étre attribuée a son action cytoprotectrice et anti sécrétoire.
1.4.6 Effet anti-inflammatoire et antispasmodique

La prescription de composé contenant le fruit de Z. jujuba a montré un effet marqué
anti-inflammatoire et antispasmodique significatif (Huang et al, 1990). Les extraits de feuilles
de Z. mauritiana possédent une importante activité anti-inflammatoire contre 1'cecdéme induit
par la carragénine au niveau de la patte de rat (Shiv et al, 2004).
1.4.7 Effets Antiallergiques

L'activité antiallergique des extraits aqueux de feuilles de Z. jujuba a été étudiée en
mesurant son effet inhibiteur sur la hyaluronidase de testicules bovins. L’activation in vitro
des extraits de Z. jujuba a montré qu'ils ont une forte activité anti-allergique (Su et al, 2002).
1.4.8 Activité de rehaussement de la perméabilité

Certaines classes de médicaments tels que les peptides créent des problémes de
transport a travers les membranes cellulaires et par conséquent leur biodisponibilité diminue.
Pour surmonter cet obstacle, des exhausteurs de perméabilité peuvent étre utilisés pour
faciliter le passage des médicaments a travers les membranes cellulaires. Pour évaluer
I’amélioration de la perméabilité, 1’extrait aqueux de graines de Z. jujuba a été comparé a
deux membres d'une série connue d’agents d'amélioration de la perméabilité appartenant aux
alkylglycosides (Eley et al, 2002).
1.4.9 Activités cognitives

Heo et al, (2003) ont suggéré que l'oléamide, un élément extrait de Z. jujuba, pourrait
étre un agent chimio-préventif utile contre la maladie d'Alzheimer. lls ont constaté que
I’extrait méthanolique de Z. jujuba a présenté un effet d'activation de 34,1% sur la choline
acétyltransférase in vitro, une enzyme qui contrdle la production d'acétylcholine qui semble

étre épuise dans les cerveaux des patients atteints d'Alzheimer. L’utilisation d’une fraction



séquentielle de lingrédient actif cis-9-octadécénoamide (oléamide), a présenté un effet
d'activation de 65%.
1.4.10 Les activités anti-fertilité ou propriété contraceptive

L'extrait d'acétate d'éthyle de 1’écorce de Z. jujuba a montré une activité
antistéroidogénique affectant la fertilité chez les souris femelles adultes. Il inhibe le cycle
normal de l'utérus chez les femelles adultes au stade diestrus et réduit le poids humide des
ovaires de maniére significative. Le cycle de reproduction normal et stéroidogénétique de
I'ovaire sont restaurés apres l'arrét du traitement. Les activités anti-fertilité des extraits bruts
sont réversibles chez le rat (Gupta et al, 2004).
1.4.11 Effet hypotenseur et Anti néphrétique

Ziziphus jujuba stimule la libération d'oxyde nitrique in vitro, sur des cultures de
cellules endothéliales et in vivo dans les tissus rénaux de rats (Kim et Han ,1996). Ces
derniers chercheurs rapportent que Z. jujuba peut avoir un effet hypotenseur (réduction de la
pression artérielle) et antinéphrétique (réduction de l'inflammation du rein) probablement en
augmentant le flux sanguin rénal.
1.4.12 L'activité cardiovasculaire

Un néo-lignane (substance polyphénolique) isolé a partir de feuilles de Zizyphus
augmente la libération endogéne de prostaglandine I, (puissant inhibiteur naturel de
I'agrégation plaquettaire et puissant vasodilatateur). Cette augmentation décelée au niveau de
’aorte de rat atteint 25,3% de plus que la normale a 3 pg/ml (Fukuyama et al, 1986).
1.4.13.Effets immunostimulants

L'extrait de feuilles de Z. jujuba (5 a 50 pg/ml) stimule la phagocytose chimiotactique
et la puissance de destruction intracellulaire des neutrophiles humains (cellules de lutte contre
I'infection ou globules blancs) (Ganachari et al, 2004).
1.4.14 Effets antioxydants

Récemment, une approche globale et un compte rendu exhaustif sur les antioxydants
de 70 plantes médicinales sont rapportés par Seong et al, (2008) et confirment I'effet
antioxydant de Z. jujuba (in vitro) tel que rapporté par Na et al, (2001).
1.4.15 Activité de cicatrisation des plaies

Récemment, Ansari et al,( 2006), dans leur livre intitulé « les médicaments a base de
plantes », ont affirmé que la racine de Z. jujuba permet la cicatrisation des plaies. Les données
expérimentales sur l'activité de cicatrisation de la racine de Z. jujuba chez les animaux de

laboratoire ne sont pas disponibles dans la littérature (Preeti et Tripathi S., 2014). Aussi,



Chopda et Mahajan (2009), ont confirmé l'activité de cicatrisation de la racine de Z. jujuba

chez le rat, utilisée sous forme d'onguent a une dose de 0,5% et 1% en application topique.



I1.1. Les espéces réactives oxygénées

La vie en aérobie se traduit au niveau cellulaire par 1’existence d’une chaine
respiratoire mitochondriale (Curtay et Robin ,2000) ; au niveau de laquelle 1’oxygéne est
normalement transformé en eau .Cette réaction de réduction implique quatre électrons, et est
rendue grice a un systéme complexe de protéines et d’enzymes (cytochromes). Elle permet
d’apporter a la cellule toute I’énergie nécessaire sous forme d’adénosine triphosphate (ATP)
pour assurer ses fonctions vitales .Ce processus mitochondrial n’est toutefois pas parfait, car 2
a 5% de I’oxygene est transformé en especes réactives oxygénées (ERO) ou reactive oxygen
species (ROS) (Gueye, 2007) ; qui sont des formes variées de 1’oxygeéne active, elles incluent
les radicaux libres comme 1’anion superoxyde (O2. -) et le radical hydroxyle (.OH), et les
especes non radicalaires qui sont des oxydants et/ou facilement transformées en radicaux
comme le peroxyde d’hydrogeéne (H202) (Halliwell et Whiteman, 2004) (tableau 03).

Tableau 03. Principales espéces réactives oxygénées (Antwerpen, 2006).

Espéces réactives oxygénées (ROS)

radicalaires

Espéces réactives oxygénées (ROS)

non radicalaires

‘OH Radical hydroxyle
RO Radical alkoxyl
ROO" Radical peroxyl
02 Anion superoxyde
NO' Radical oxynitrique

H,0, Peroxyde d’hydrogéne
ROOH Peroxyde organique
HOCI Acide hypochloreux
0, Oxygene singulet
ONOO' Peroxynitrite

Les radicaux libres oxygénés sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui
possédent un ou plusieurs €électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe
(Gueye, 2007).Cela leur confére une grande réactivité chimique (Dacosta, 2003). Leur
hyperréactivité les engage dans des réactions de dénaturation des constituants cellulaires de
type peroxydation avec les glucides, les lipides, les protéines et I’ADN, formants des produits
trés instables .Ceux ci donnent lieu a des réactions en chaine générant de nouveaux radicaux
libres (Curtay et Robin, 2000).

L’espéce réactive primaire de 1’oxygeéne est 1’anion superoxyde (O»- =) qui résulte de
la réduction univalente de I’oxygene moléculaire. Une grande partie de 1’anion superoxyde est
transformée en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) sous I’effet d’une enzyme, le superoxyde

dismutase (Milane, 2004).



A son tour, le peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Fenton peut se décomposer
en présence de cuivre cuivreux ou fer ferreux pour donner une espece hautement réactive et a

durée de vie tres courte, le radical hydroxyle (.OH) (figure 03) (Nzengue,2008).

Agent stressant
™
/ /

O,° (anion superoxyde)

X

%

(oxyg}éne singulet)

H,0,
(peroxyde d'hydrogeéne)
ONOO-
(peroxynitrite)

OH-®
(radical hydroxyle)

Figure 03 : Les différentes espéces réactives oxygénées (Nzengue, 2008).

11.2.Sources des espéces réactives oxygenees

Les ROS sont produits dans I’organisme par de nombreux mécanismes tant exogenes
ou endogeénes (Figure04).
11.2.1. Sources exogenes

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner
naissance a des especes réactives oxygénées.

Les rayonnements UV induisent la synthése de radicaux libres (O-=, -OH ,'O,) et des
molécules génératrices de radicaux libres (H,O;) par [Iintermédiaire d’agents
photosensibilisants.

Les radiations ionisantes provoquent egalement la génération de radicaux libres
dérivés de I’oxygene.

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation des radicaux libres selon divers
mécanismes. La xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal
métabolite de 1’éthanol, ’acétaldéhyde, avec production d’O;- =. L’éthanol stimule également

la production d’anion superoxyde par induction de la synthése des NADPH oxydase, NADPH



cytochrome réductase, et du cytochrome P450. D’autre part, Schisler et Singh , (1989) ont
montré que I’alcool pouvait diminuer 1’activité des enzymes de protection (superoyde
dismutase (SOD), Glutathion peroydase (SH-Px)).De méme, les concentrations sériques en
sélénium et vitamine E sont abaissées chez les alcooliques et corrélées avec une atteinte
hépatique plus ou moins sévere.

Des toxiques tels que monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,), présents
dans notre environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels) participent a la genese
de radicaux libres, ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés
des alvéoles pulmonaires. NO, NO, peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogéne
produit par les macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des
radicaux -OH.

La fumée de cigarette joue un rdle majeur dans la formation de ces espéces
radicalaires, elle contient NO, NO, et des fortes concentrations en composés insatures, et
stimule par son action irritante les macrophages des alvéoles pulmonaires (Milane, 2004).

D’autres facteurs peuvent conduire a la formation des ROS : les xénobiotiques
(toxines, pesticides, herbicides) et médicaments, en plus des aliments qui peuvent contenir des
oxydants (Curtay et Robin, 2000 ; Diallo, 2005).

111.2.2. Sources endogénes

L’une des sources majeurs des ROS est la chaine respiratoire mitochondriale .Cette
production résulte de 1’addition d’un électron a 1’oxygeéne moléculaire. Une telle réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial (02 + é >027) (Marfak, 2003).

Autres chaines du transport d’électrons (ex : peroxysomes et microsomes) contribuent
également a la production du O,-= dans la cellule aérobiose. Les cytochromes P450 et b5 de la
chaine du transport d’électron des microsomes peuvent produire des ROS quand ils
interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’électrons vers 1’0, (Sevanian et al
,1990).

D’autre part les ROS peuvent se produire au cours des processus pathologiques ou la
production du radical répond a une stimulation et intervient dans le processus inflammatoire
(NADPH oxydase et xanthine oxydase) (Antwerpen, 2006).

Les cellules phagocytaires activées sont le si¢ge d’un phénomeéne appelé “explosion
oxydative”, consistant en [’activation du complexe NADPH oxydase, enzyme capable
d’utiliser I’oxygéne moléculaire pour produire de grandes quantités d’anions superoxydes au
niveau de la membrane cellulaire. Ce mécanisme lorsqu’il est contr6lé est capital dans la lutte

infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers (Favier, 2003).



Drailleurs le systéme xanthine/xanthine oxydase permet aussi la production de 1’anion

superoxyde (Marfak, 2003):

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H,O = acide urique +20,-= + 2H"

Une autre espéce réactive oxygénée produite au cours de I’inflammation est le
peroxyde d’hydrogéne (H202) ; en vue de réagir directement ou de produire 1’acide
hypochloreux par I’intervention de myéloperoxydase. Cette espéce (HCIO) est caractérisée

par un pouvoir oxydant nettement plus élevé que le H,O,.

Myéloperoxydase
Hs;0" +H,0, +CI"=> HCIO +2H,0 (Antwepen, 2006).

Le monoxyde d’azote est produit aussi par un systéme enzymatique NO synthétase
(NOS), a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages
(Favier, 2003). D’autres systémes sont capables de produire les ROS, citons par exemple : les
réactions catalysées par les lipooxygénases et cyclooxygénases dans la voie de synthese des
leucotriénes, thromboxanes et prostaglandines (Babior et al ., 2002) ; les aldéhydes oxydases
ou les protéines hémiques qui peuvent oxyder leur fer (I) en fer (111) avec production du
radical O2-=(Antwerpen,2006).

C’est ainsi que l’autooxydation des monoamines (dopamine, épinéphrine,
norépinéphrine) et 1’hémoglobine en présence de traces de métaux peut également étre a
I’origine de la production des ROS (Gueye, 2007).

11.3. Stress oxydant

Dans les circonstances normales, les ROS sont produites en faible quantité comme
médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques ou de défense. Cette
production physiologique est parfaitement maitrisée par des systeémes de défense, d’ailleurs
adaptifs par rapport au niveau de radicaux présents.

Dans ce cas, la balance antioxydant/prooxydant est en équilibre. Si tel n’est pas le cas
que ce soit par déficit en antioxydants ou par la suite d’une surproduction énormes de
radicaux, I’excés de ces radicaux conduit au stress oxydant (Favier,2003 ; Haliwell et
Whiteman ,2004). La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais
aussi des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites

libérées notamment lors de 1’oxydation des lipides.




En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, maladies cardiovasculaires...etc. (Favier, 2003).

I1. 4. Les antioxydants

Les antioxydants sont I’ensemble de molécules susceptibles d’inhiber directement la

production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de 1’oxygéne.
Ils peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former des
composés stables, en séquestrant le fer libre, ou en générant du glutathion (Favier, 2003 ; Dan,
2008).

De nombreux antioxydants interviennent, il s’agit principalement des systémes
enzymatiques et non enzymatiques (Figure04) (Souley Amadou, 2004 ; Yoo et al ., 2008)
11.4.1. Les antioxydants enzymatiques

Cette ligne de défense est constituée principalement de trois enzymes. Il s’agit de la
superoxyde dismutase (SOD), de la catalase et de glutathion peroxydase (GPx).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygene moléculaire (Lehucher-Michel et al ., 2001).

superoxyde dismutase
202'-+ 2H> H,O, + O,
Catalase
2H,0, > 2H,0 + 0O,
Glutathion perooxydase
H,O, +2GSH > 2H,0 +GSSG

11.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

Ce groupe des antioxydants renferme les protéines de séquestration des metaux, qui
agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro oxydants, comme Fe2+/Fes+ ou Cu2+/Cu+
(ex : la transferrine, la ferritine, I’albumine, caeruloplasmine...etc.).

D’autre part, il y a des molécules a faible poids moléculaire qui agissent soit comme

cofacteurs des enzymes citées soit comme antioxydant propre (Antwerpen, 2006).

Les antioxydants a action directe sont capables de donner des ¢électrons a 1’oxygene
radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, I’empécher ainsi d’attaquer les structures
biologiques. lls peuvent agir comme agents réducteurs capables de passer leurs électrons aux
ROS et les éliminer (Kohen et Nyska, 2002). Ces molécules proviennent soit de sources

endogenes (glutathion, mélatonine, acideurique, la mélanine...), soit de sources exogénes




apportés par 1’alimentation (ex : les caroténoides, la vitamine E, la vitamine C (Curtay et
Robin, 2000), les composes phénoliques (Yoo et al ., 2008) et surtout les acides phénoliques,

les flavonoides, les tanins, les coumarine (Siddhuraju,2007). (Figure 04).

Sources endogénes } { Deéfenses antioxydantes ] [ Sources exogénes }
*» Mitochondries + Systémes enzymatiques : + UV
* Péroxysomes CAT. SOD. GPx + Radiations ionisantes
* Lipoxygenases * Systémes non-enzymatiques . +Toxines
* NADPH oxydase Glutathion et + inflammation (cytokines
* Cytochrome P450 vitamines (A, C et E)
onoo- _R99 o,
H,0, NO
Taux basal RO o - OH Taux eleve
Homéostasie Altération des fonctions physiologiques
* Croissance normale ' "1611113.53111‘31”
» métabolisme normal * maladie

* mort cellulaire

Figure 04 : Origine et réponse cellulaire aux ROS (Petropoulos, 2003)



111.1- Les composés phénoliques

Ce sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique
portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des glucides. Ils sont présents
dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits,
graines et bois) ; et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits
(Boizot et Charpentier, 2006).

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogénique...), les flavonoides,
les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999 ; Tapiero et al, 2002).

Les composés phénoliques se répartissent en 7 classes : Acides phénoligues,
Flavonoides, Tannins, Stilbénes, Lignanes, Saponines et Phytostérols (figure 05).

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives (King et
Young, 1999). llIs sont largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, anti radicalaires et antimicrobiens
(Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al, 2008).
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Figure 05. Quelques structures de composants phénoliques (Gervaise, 2004).

111.2 Classification des polyphénols
Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides

dont les principaux composes sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les



lignines et les coumarines et les flavonoides, dont on caractérise principalement : les
flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et
flavanols (Hoffmann, 2003).

111.2.1.Les non flavonoides

111.2.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques
111.2.1.2 Stilbénes

Les stilbenes présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux
fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou
méthoxyles en méta, ortho et para, les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double
liaison, formant un systeme conjugué. Cette particularité leur confere une grande réactivité
due a la délocalisation des électrons & sur la totalité de la molécule, Les stilbenes se trouvent
en petites quantités dans I‘alimentation humaine. Ils sont généralement isolés des plantes
sous formes hydroxylés, méthylés, esterifiés, glycosylés ou méme prenylés, leur solubilité
est négligeable dans I‘eau et accrue dans la plupart des solvants organiques.

Le resvératrol ou le 3,5,4¢-trihydroxystilbene est un polyphénol non flavonoide et
appartenant a la classe des stilbenes. Il est surtout présent dans la pellicule du grain de
raisin, Seul son isomere trans est actif, il possede de nombreuses propriétés biologiques;
cependant, son pouvoir anticancéreux a suscité un grand intérét (Belkheri, 2010).
111.2.1.3 Lignines

La lignine est un polymeére fortement ramifié, formés par trois alcools phénoliques
simples, les alcools sont oxydés en RL par une enzyme ubiquiste chez les plantes ; Les
radicaux libres réagissent ensuite spontanément et au hasard pour former la lignine. La
lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des éléments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité
des tiges lignifiées, malgré son abondance (elle n‘est dépassée que par celle de la cellulose),
sa structure n‘est pas bien comprise. La lignine est un trés grand polymere, insoluble dans
I‘eau et dans la plupart des solvants organiques, il est donc impossible de I‘extraire sans lui
faire subir d‘importantes dégradations. De plus les trois monomeéres de bases peuvent

s‘assembler de multiples fagon formant une structure tridimensionnelle trés ramifiée.

111.2.1.4 Lignanes



Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)2 I‘unité (C6 -
C3) est considérée comme un propylbenzene. Ce sont des composés phénoliques bioactifs,
non-nutritifs, non caloriques. On les trouve en plus forte concentration dans le lin et les
graines de sésame et en faibles concentrations dans les fruits et les 1égumes. Ils ont été définit
comme étant les diméres des phénylpropanoides ou deux unités de phénylpropane C6-C3
sont liés par leur carbone 8. Ils proviennent de la condensation initiale de deux molécules
phenoliques de type monolignol comme I‘alcool coniférylique, Ce sont des substances
phénoliques apparentées aux lignines, ils n‘ont guére de valeur alimentaire humaine, ils sont
présents dans la plante sous forme de glucosides (Peterson et al ; 2010).
111.2.1.5 Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone. Ce sont des composés phénoliques cyclisés qui dérivent des acides t-
cinnamique et p-coumarique pour la majorité d‘entre eux. Cependant, leur voie de
biosynthése peut varier d‘une espéce a l‘autre. En effet, la scopolétine de tabac dérive de
I‘acide ferulique, tandis que des expeériences d‘apport de précurseurs marques semblent
montrer que ce n‘est pas le cas chez le tournesol. Les coumarines ont des effets différents sur
le développement des plantes suivant leur concentration mais aussi suivant |‘espece. Dans la
cellule, les coumarines sont principalement présentes sous forme glycosylée, Cette
glycosylation serait une forme de stockage permettant d<éviter les effets toxiques des
coumarines sur la cellule et la croissance.

Elles sont considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des molécules de
faible masse moléculaire provenant de voies métaboliques variées comme celle des
phénylpropanoides ou des sesquiterpenes (Hoffmann, 2003).

111.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Marfak, 2003). Ces molécules sont considérées comme des pigments
quasiment universels des végétaux ; ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles (Bruneton, 1999). Ils existent le plus souvent a 1’état naturel sous forme
d’hétérosides (Ghestem et al, 2001).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyran (Skerget et al, 2005). Leur structure de
base est celle d’un diphénylpropane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux
noyaux aromatiques (ou anneaux) que désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle

oxygené, qui déesigne la lettre C (figure 06) (Dacosta, 2003).



Figure 06 : Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chanu, 2006).

La classe des flavonoides comporte a elle seule plus de 4000 substances qui ont été
isolées et identifiées & partir de milliers de plantes (Forkmann et Martens, 2001). Ces
composés se subdivisent en plusieurs catégories : Les flavones, les flavonols, les
dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les flavanones, les flavanols, les
flavanediols (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones, les dihydrochalcones et les
aurones (Dacosta, 2003).

111.2.3 Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c‘est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces
substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur
pouvoir tannant. Tres répandus dans le régne végétal ils peuvent exister dans divers organes,
mais on note une accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d‘origine
pathologique. Ils sont localises dans les vacuoles, quelques fois combinés aux proteines et
aux alcaloides. On distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Roux et al ;
2007).
111.2.3.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeres de I‘acide gallique
ou de son produit de condensation ; I‘acide éllagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible
et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. Ils peuvent diminuer la
dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I‘intestin en libérant des
produits toxiques pour le foie et le rein. Ils sont divisés en éllagitannins et gallotannins. Les
gallotannins libérent par hydrolyse acide, hydrolyse basique, a I'eau chaude ou par action
enzymatique de l'acide gallique (Roux et al ; 2007).
111.2.3.2 Tanins condenseés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines. Les tanins condensés sont des



polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unites adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B.

Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8
et par une liaison d‘éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de
types A (Roux et al ; 2007).

111.2.4 Les caroténoides

Les caroténoides sont une classe de pigments liposolubles naturels présents
principalement dans les plantes, les algues et les bactéries photosynthétiques. lls sont
responsables de la plupart des nuances de rouge, orange et jaune des feuilles, fruits et fleurs
des plantes, ainsi que de la couleur de la peau des poissons et des crustacés. Des exemples
familiers de 1’activité de coloration des caroténoides sont 1’orange des carottes et des
agrumes, le rouge des poivrons et des tomates et le rose des saumons.

La couleur est I’élément caractéristique de ces molécules, elle peut varier du jaune au
rouge. Ces molécules doivent leur couleur a leur systeme de doubles liaisons conjuguees
créant un chromophore et permettant ainsi 1’absorption de la lumiere visible entre 400 nm et
500 nm. Le degré de conjugaison du chromophore détermine les caractéristiques d’absorption
du caroténoide (Britton et al, 1995). Il faut un minimum de 7 doubles liaisons conjuguées a un
composé pour absorber la lumiére visible (cas du {-caroténe). Au dela de 7, plus le nombre de
double liaison conjugué est important plus le Amax (longueur d’onde d’absorbance maximale)
du caroténoide est grand et plus sa couleur tend vers le rouge foncé.

Dans I’alimentation humaine, les caroténoides sont importants par leur contribution au
métabolisme de 1’organisme. L’un de leurs rdles, le plus largement étudié, est celui de
provitamine A. lls agissent comme des antioxydants naturels, protégeant les cellules et les
tissus des effets nuisibles des radicaux libres. Ils améliorent 1’efficacit¢ du systeme
immunitaire, protégent la peau des coups de soleil et peuvent également inhiber le
développement de certains types de cancers. Les caroténoides sont utilisés dans 1’industrie
agroalimentaire, par exemple dans les aliments destinés aux poules pondeuses, aux truites et
aux saumons d’¢levage. Les xantophylles (lutéines), la zéaxanthine et la cantaxanthine,
présentes dans les jaunes d’ceufs, ont des propriétés intéressantes. La lutéine et la zéaxanthine
donnent une couleur jaune aux aliments. Elles proviennent habituellement des ingrédients de
I’alimentation animale, tels que le mais et les luzernes. La cantaxanthine (E161) est utilisée
pour donner une couleur rougeatre aux aliments. Elle est souvent d’origine synthétique.

L’astaxanthine est principalement utilisée comme colorant pour les truites et les saumons



d’¢levage, donnant une couleur orangée a leur chair. Elle peut étre d’origine naturelle ou
synthétique. Les caroténoides sont des composés tres instables en raison de leur action
antioxydante. Leur teneur dans les aliments doit étre surveillée afin de garantir la conformite

aux informations de 1’étiquetage .(figure 07)
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Figure07 : Les caroténoides

Chez les organismes photosynthétiques, les caroténoides interviennent au niveau de
I’antenne photo-collectrice qui permet le transfert de 1’énergie lumineuse a la chlorophylle. La
photosynthese est alors efficace sur un plus large éventail de longueurs d’onde. Pour
expliquer leur biosynthese par des organismes non photosynthétiques, on suggére un réle de
régulation de la fluidit¢é membranaire. Mais I’intérét de ces pigments tient également a leurs
propriétés anti-oxydantes (Bast et al 1998). Leur structure permet de piéger les espéces
réactives de I’oxygene protégeant ainsi la cellule. Cet effet antioxydant présente un avantage
pour toutes les espéces aérobies qu’elles soient ou non photosynthétiques. Certains
caroténoides sont des éléments nutritifs importants pour I’homme et les animaux puisqu’ils
servent de précurseurs a la vitamine A, le rétinol. En effet, la premiére étape dans la formation
du rétinol est le clivage de la double liaison centrale du B-caroténe, ce qui permet I’obtention
de deux molécules de rétinal qui, aprés réduction, donneront la vitamine A (Armstrong 1999,
Bauernfeind 1981). En outre, les caroténoides seraient également impliqués dans la
prévention de certaines maladies. Leur effet bénéfique a été montré dans les maladies de 1I’ceil
dont la DMLA (Dégénérescence Maculaire Liée a 1’Age), les maladies cardiovasculaires,
certains cancers et 1I’érythéme induit par la lumicre. L’action des caroténoides dans la
prévention de ces maladies serait liée a leur pouvoir anti-oxydant. Enfin les caroténoides
auraient un réle dans la régulation du systeme immunitaire et dans la protection de la stabilité

génomique (Fraser et Bramley ,2004).



IV.1. Inflammation

L’inflammation est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre une
agression qui entraine une altération tissulaire. Elle peut étre déclenchée par un traumatisme,
une brdlure, une irradiation ou par la pénétration d’agents pathogénes extérieurs (virus,
bactérie, parasite, antigenes) (Schoroderet, 1992). La fonction principale de 1’inflammation et
d’éliminer I’agent agresseur et de permettre la réparation des tissus (Weill et al., 2003).
L’inflammation de courte duré dite inflammation aigué est un phénomene bénéfique pour
I’organisme qui lui permet de retrouver sont intégrité physiologique. Alors que 1’aspect
négatif de I’inflammation intervient quand cette derniere se pérennise et devient une
inflammation chronique. Dans ce cas la réaction inflammatoire doit étre contrblée par les
médicaments (Weill et al., 2003).
IV.1.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre phénomenes typiques qui sont
I’cedéme, la douleur, la chaleur et la rougeur. Elle peut également s’accompagner d’atteintes
fonctionnelles régionales selon la gravité de I’agression (Botting et Botting, 2000). Elle dure
de quelques jours a quelques semaines. L’inflammation aigué peut étre divisée en trois
grandes phases ; une phase vasculaire immédiate (quelques minutes) caractérisée par des
modifications de la microcirculation locale ; une phase cellulaire consécutive caractérisée
par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui permettra I’élimination des
microorganismes pathogenes et des tissus 1ésés, et une phase de résolution et de cicatrisation
qui en quelques jours conduira a la restauration des tissus (Weill et al., 2003) (figure 08).
IV.1.1.1. La phase vasculaire

L activation des plaquettes qui survient suite a une lésion tissulaire touchant ou pas les
veinules ou les artérioles, constitue la premiére étape de la phase vasculaire (Steinhubl, 2007).
Les mastocytes résidents qui peuvent aussi étre activés par un trés grand nombre de stimuli,
sont également susceptibles d’initier la réaction inflammatoire (Botting et Botting, 2000). Une
fois ces deux types de cellules activés, plusieurs médiateurs tels que la sérotonine,
I’histamine et des dérivés de I’acide arachidonique sont libérés. D’autre part, I’activation de
la cascade de coagulation et du systeme du complément qui surviennent suite a une agression
externe conduisent a la génération de divers médiateurs doués d’activités vasodilatatrices et
chimio attractantes comme le facteur XIlI, la fibrine, la bradykinine, C3a et C5a (Fauve et
Hevin, 1998). Ceci induit une vasodilatation des vaisseaux sanguins avec une augmentation
du débit locale et une modification de la perméabilité vasculaire. Cette derniére est due a

I’augmentation des fenétres intercellulaires, ce qui permet I’extravasation des protéines



plasmatiques vers les tissus (exsudation plasmatique). Les neurones sensoriels sensibles a la
capsaicine sont également susceptibles de déclencher les évenements de la phase
vasculaire de I’inflammation. Ce phénomene est connu sous le nom de I’inflammation
neurogénique (Borzsei et al., 2008). Suite & une stimulation, ces neurones liberent
principalement deux médiateurs ; la substance P et le peptide lié au gene de la calcitonine. Ces
derniers induisent une vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur les
cellules endothéliales et les muscles lisses des vaisseaux sanguins (Birklein et Schmelz,
2008), comme ils peuvent activer directement les mastocytes et les autres cellules
immunitaires. 1l est également admis que les neurones sensoriels contiennent des
cyclooxygénases capables de synthétiser les prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson
et Vasko, 2002). L’augmentation du débit micro-circulatoire au niveau du site enflammé
explique partiellement I’apparition de chaleur et de rougeur. L’exsudation plasmatique induit
un cedéme par distension des tissus et provoque une hyperpression sur les terminaisons
nerveuse locales, ce qui explique les sensations de tuméfaction et de douleur (Welill et al.,
2003).
IV.1.1.2. La phase cellulaire

L’exsudation plasmatique permet I’apparition de plusieurs substances dans les
espaces extravasculaires : anticorps, substances bactéricides, facteurs de coagulation,
composants du complément, kininogeénes, interleukines, interférons et des dérivées de 1’acide
arachidonique. Ceci conduit a un afflux extravasculaire des leucocytes attirés par les
chimioattractants existants dans I’exsudat et ceux libérés au niveau du site enflammé
(Schoroderet, 1992). La premiére étape de cet afflux consiste en une marginalisation des
leucocytes grace a I’expression d’adésines (intégrines, sélectines, membres de la superfamille
des immunoglobulines) au niveau des cellules endothéliales et des leucocytes activés (Fauve
et Hevin, 1998). Ceci permet I’interaction entre I’endothélium et les phagocytes du sang,
principalement les polynucléaires neutrophiles (PMNs) et les monocytes, et leur passage a
travers les cellules endothéliales contractées sous I’effet de certains médiateurs
inflammatoires tel que la bradykinine et certains dérivés de I’acide arachidonique
(Schoroderet, 1992). Guidées par le gradient de concentration des chimioattractants, les
leucocytes parviennent au tissu lésé (Weill et al., 2003). Les monocytes achevent leur
différentiation en macrophages et amorcent avec les PMNs la phagocytose des agents
extérieurs et/ou des débris cellulaires. De nombreuses protéases (collagenase, élastase) et des
radicaux libres derivés du métabolisme de I’oxygene et du monoxyde d’azote sont produits au

cours de la phagocytose. Les effets cytocides locaux de ces produits sont trés importants



(Fauve et Hevin, 1998).
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Figure 08 : Les phases de I'inflammation aigue (Chevalier et al., 2005

IV.1.1.3. La phase de résolution

Le rétablissement de I’homéostasie tissulaire aprés une agression nécessite
d’abord I’arrét de la réponse inflammatoire et ensuite la réparation des tissus lésés.
L’arrét de la réponse inflammatoire fait intervenir plusieurs médiateurs tel que les cytokines
anti- inflammatoires (IL-10 et TGF-B1), I’expression des récepteurs solubles comme TNF-a
et I’apoptose des cellules inflammatoires. La réparation des tissus fait intervenir les
macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes (Eming et al., 2007). Dans les




conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires
neutrophiles. Les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaires sont phagocytés par
les macrophages. Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps a la
réparation de I’endothélium par les cellules endothéliales elles-mémes (Weill et al., 2003). Si
I’atteinte est plus sérieuse et entraine une destruction tissulaire, ce sont surtout les fibrocytes
puis les fibroblastes qui produisent les protéines de la matrice intercellulaires comme le
collagene, la fibronectine et la laminine, pour permettre la reconstruction des tissus. Le
systéme de I’angiogénése est ainsi remis au repos et la réaction inflammatoire peut s’éteindre
(Weill et al ,2003).

IV.1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression
ou dans les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ou I’antigene ne peut étre éliminé
(Rankin, 2004). Elle est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années. Elle
peut méme se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998). A la
différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigué, les phases vasculaires et cellulaires
ne se succedent pas mais coexistent tout au long de I’évolution de I’inflammation. Des
phénomenes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont également présents
(Weill et al., 2003). Les cellules mononuclées et particuliérement les macrophages constituent
I’essentiel de I’infiltrat cellulaire vers le site inflammatoire (Fauve et Hevin, 1998 ; Weill et
al., 2003). La presence de lymphocytes dans I’infiltrat est habituelle. Tandis que la présence
des polynucléaires éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques
et parasitaires (Dombrowicz et Capron, 2001).

IV.1.3. Cellules impliguées dans la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire fait intervenir plusieurs types cellulaires :

Les polynucléaires neutrophiles représentent le composant cellulaire majeur de
I’inflammation aigué (40-75 % des cellules inflammatoires). Ils Migrent sous I’effet des
chimioattractants vers le site inflammatoire ou ils phagocytent I’agent agresseur ou les débris
cellulaires (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1999). Les neutrophiles liberent différentes
molécules tel que les protéinases, les radicaux libres, les chimokines et des cytokines pro-
inflammatoires (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1996). Les polynucléaires neutrophiles
sont également impliquées dans la réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

Les mastocytes sont des cellules résidentes des tissus conjonctifs. Ils jouent un role
trés important dans le déclenchement de la réaction inflammatoire (Weill et al., 2003). Ils se

caractérisent par la présence dans leur cytoplasme de trés nombreuses granulations contenant



des médiateurs inflammatoires comme la sérotonine, I’histamine, I’héparine et des cytokines
(Williams et Galli, 2000). Ils sont aussi impliquées dans la réparation tissulaire (Eming et al.,
2007).

Les monocytes sont des cellules mononuclées circulantes qui migrent vers le site
inflammatoire et se différencient en macrophages. Ils ont pour r6le de phagocyter I’agent
agresseur ou les fragments de tissus altérés (Descamps-Latscha et Witko-Sarsat, 1999). lls
interviennent aussi dans I’amplification de la réaction inflammatoire en libérant des
médiateurs stimulant d’autres cellules inflammatoires. Les monocytes interviennent
également dans la phase de réparation tissulaire (Eming et al., 2007).

Les plaquettes sanguines sont indispensables a I'némostase primaire. Elles contribuent
au processus inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs comme le fibrinogene,
le plasminogene, des protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine (Steinhubl, 2007).

Les Polynucléaires basophiles sont les plus rares des polynucléaires (moins de 1 %
des cellules inflammatoires). Elles présentent également un cytoplasme qui contient de tres
nombreuses granulations riches en médiateurs pro-inflammatoires. Les basophiles sont des
cellules phagocytaires qui interviennent principalement dans les réactions allergiques
(Rankin, 2004).

Les polynucléaires éosinophiles représentent de 1 a 6% des cellules
inflammatoires. Elles possedent aussi des propriétés phagocytaires (Rankin, 2004). Leur
fonction principale est de s'attaquer aux parasites via le contenu de leurs granules. Elles
interviennent aussi dans la modulation et la propagation de la réponse immunitaire adaptative
en activant directement les lymphocytes T (Hogan et al., 2008).

IV.1.4. Médiateurs de la réaction inflammatoire

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le
résultat de la formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro et anti-
inflammatoires de nature divers ; amine (histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques
(prostaglandines et leukotrienes), et des cytokines de nature peptidique, protéique ou
glycoprotéique (Botting et Botting, 2000). (Tableau 05)

Les médiateurs lipidiques de I’inflammation Sous ce terme sont regroupés tous les
produits terminaux du métabolisme de [D’acide arachidonique, principalement les
prostaglandines, les leucotriénes et le PAF. Cette voie métabolique est essentiellement
catalysée par la phospholipase A2 (PLA2) de type 1V, une enzyme permettant la libération de
I’acide arachidonique a partir des lipides membranaires. Deux voies enzymatiques principales

divergent ensuite pour conduire, a partir de I’acide arachidonique, a la formation de
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médiateurs lipidiques de I’inflammation biologiquement actifs : la voie des cyclooxygénases
(COX) et celles des lipoxygeénases (figure 3). - 20 - L’activit¢é COX conduit a la formation de
prostaglandine (PG) et thromboxane (TX).
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Figure09 : Biosynthése des eicosanoides (Russo-Marie et al., 1998)

Ces médiateurs sont essentiellement libérés, a des niveaux variables selon 1’appareil
enzymatique disponible, par les cellules endothéliales, les macrophages, les mastocytes, les
plaquettes et les fibroblastes. Les leucotrienes (LT) sont synthétisés par des réactions
catalysées par les lipoxygénases. La 5-lipoxygénase est une enzyme dont la distribution est
limitée a certaines cellules d’origine médullaire, aux PNN, éosinophiles, basophiles, aux
monocytes / macrophages, mastocytes et lymphocytes B. Phospholipides membranaires Acide
arachidonique Prostaglandine H2 (PGH2) 5-HydroxyPentaEicosaTriEnoic Acid (5-HPETE)
Cyclooxygeénase 5-lipoxygéenase Leucotrienes (LTA4, LTB4, LTC4 LTD4, LTF4, LTE4)
Lipoxines Prostacycline (PGI2) Prostaglandines (PGD2, PGE2, PGF2a) Thromboxane A2
(TXA2) Phospholipase A2 (Figure 09). Biosynthése des eicosanoides.l Les médiateurs
inflammatoires lipidiques les plus puissants sont sans conteste la PGE2, la PGI2, et le LTB4
qui contribuent au recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire
IV.1.5. Implications pathologiques de I’inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour I’intégriteé de

I’organisme. Cependant, I’implication de I’inflammation dans plusieurs pathologies humaines



est bien évidente. Le tableau 04 cite quelques exemples.

Tableau04 : Exemples de maladies liées a I'inflammation (Nathan, 2002).

#¥Désordres dans lesquels le rdle pathogénique principal revient a I’'inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose

Goutte Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’Alzheimer Lupus érythémateux disséminé
Eczéma Maladie de Crohn
Spondylarthrite ankylosante Rectocolite hémorragique

Broncho-pneumopathie chronique obstructive

#¥Maladies d’origine infectieuses dans lesquelles I’inflammation contribue dans la
pathologie

Hépatite C

Tuberculose

Gastrite induite par Helicobacter pilory

Tuberculose

Dysenterie bactérienne

#¥Maladies d’origines diversesdans lesquelles la fibrose post-inflammatoire est la
cause principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique

Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique

Bilharziose




Tableau 05 : origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires
(Rankin 2004 , Male et al, 2007)

Médiateurs Origine Actions
Histamine Mastocytes, basophiles, éosinophiles et | Assure la vasodilatation, augmente la perméabilité
plaquettes. vasculaire, induit 1’expression des molécules
d’adhésion sur I’endothélium vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et plagquettes. Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les
capillaires et stimule la contraction des muscles lisses.
Facteur activateur | Plaquette, neutrophiles, monocytes et | Assure la vasodilatation, augmente 1’adhésivité de la

des plaquette (PAF)

Kalicréine
Plasmine
Leucotrienes :

-LTC,, LTD,, LTE,

-LTB,

Prostaglandine E2

Bradykinine

Facteur de Hagman
(X1

Thrombine

Fibrine

IL-8

C3a

Cbha

cellules endothéliales.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Essentiellement par les leucocytes

Présente dans le plasma sous forme de

kininogéenes.

Présent dans le plasma et est activé par
I’adhésion des plaquettes.

Présente dans le plasma

Présente dans le plasma, formée & partir du
finbrinogéne

Monocytes,
lymphocytes.

macrophages, plaquettes et

Fraction C3 du complément inactif.

Fraction C5 du complément inactif

paroi vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
I’aggregation des plaquettes et la libération des
médiateurs qu’elles renferment, induit la production
des EOR et la libération des enzymes lysosomiales
par les neutrophiles, les éosinophiles et les
macrophages.

Transforme et active le systeme des Kinines

Clive le composant du complément C; pour générer le
C3aetleC3b

Augmentent la perméabilité des micro- vaisseaux.

Augmente la perméabilité vasculaire et le flux
sanguin local, induit la libération des enzymes
lysosomiales et la production des EOR et attire et
active les cellules inflammatoires.

Provoque la vasodilatation, renforce I’action de
I’histamine, de la bradykinine et des leucotriénes,
augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.

Accroit la vasodilatation, la perméabilité vasculaire et

stimule la contraction des muscles lisses.

Impliqué dans la cascade de coagulation.

Catalyse la transformation du fibrinogene en fibrine et
induit la libération de la sérotonine des plaquette.

Intervient dans la formation du caillot sanguin.

Active le chimiotactisme des neutrophiles, des
monocytes et des macrophages. Induit la libération
des enzymes lysosomiales et la production des EOR.
Intervient dans la réparation tissulaire

Provoque la dégranulation des mastocytes.
Provoque la dégranulation des mastocytes et des

neutrophile, exerce un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.




IV.1.6. Anti-inflammatoires
IV.1.6.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont ete utilisés avec succes pour le
soulagement de la douleur, la fiévre et I’inflammation depuis plus de 3000 ans et ils sont
toujours utilisés quotidiennement par des millions de patients a travers le monde. Ce sont des
médicaments a propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent
une grande hétérogénéité chimique (tableau 06) mais ils ont en commun I’inhibition non-

sélective de I’enzyme cyclooxygenase (Bidaut-Russel, 2008).

Tableau 06. Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens. (Wallace et Staats, 2004).

Classe structurale Nom scientifique Nom commercial
salicylates Acétyle salicylique Aspirine
Salsalate (sodium salicylates) /
Diflusinal dolobid
Dérivés d’acide propionique Ibuprofene Ibuprofene
Fenoprofene calcium Nalfon
Flubiprofen Ansaid
Ketoprofen Nalfon
Dérivés d’acide acetique Diclofenac Voltarene
indoles Indométacine Indocine
Tolmetin Tolectine
Sulindac cliniril

Cependant, I’'usage des AINS est associé a de nombreux effets indésirables avec une
prévalence considérable de nouvelles maladies et de mortalité (Bidaut-Russell, 2001). Les
effets secondaires du traitement par les AINS sont attribués a leur inhibition non sélective des
isoformes de la cyclooxygenase dont la COX-1 qui est présente de facon constitutive dans la
plupart des tissus humains. Celle-ci a pour r6le la régulation d’un nombre de processus
physiologiques tel que la maintenance de I’intégrité de la muqueuse gastrique, la fonction
rénale, et I’agrégation plaquettaire (\Vonkeman et al., 2008) Pour cette raison, les laboratoires
de I’industrie pharmaceutique ont essayé de développer des inhibiteurs sélectifs de la COX-2
qui est une enzyme induite aprés I’exposition de I’organisme aux stimuli inflammatoires.
Celle ci induit (avec d’autres médiateurs) une réponse inflammatoire subséquente (\Vonkeman
et al., 2008).

De nouveaux médicaments ont été mis sur le marché depuis I’an 2000 tel que le

rofecoxib (Vioxx®) et le célécoxib (Celebrex®), avec une efficacité comparable et une
meilleur tolérance gastro-intestinale (Weir et al., 2003). Mais en 2004, le rofécoxib a été retiré

du marché a la demande de la firme qui le commercialisait car son utilisation a long terme



semble avoir entrainé de trés nombreux accidents cardiovasculaires et décés (Juni et al.,
2004).
1V.1.6.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une
vaste famille de médicaments dérivés du cortisol (tableau 07). lls représentent le traitement le
plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que I’asthme, I’arthrite
rhumatoide, les maladies inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes (Payne et
Adcock., 2001). Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides
endogenes. lls se lient au récepteur des glucocorticoides dans le cytoplasme induisant ainsi sa
dimérisation et sa translocation vers le noyau ou il se lie a son élément de réponse sur les
géenes appropriés. Ceci conduit a une élévation de la transcription des génes codants pour les
protéines anti-inflammatoires tel que la lipocortine-1 et I’interleukine 10, avec une inhibition
de I’expression de plusieurs génes codants pour des protéines pro-inflammatoires incluant des
cytokines, des enzymes, des récepteurs et des molécules d’adhésion (Barnes., 1998).

Comme pour les AINS, I’'usage des glucocorticoides est associé a de hombreux effets
indésirables. Le risque d'apparition de ces effets indésirables s’accroit avec le prolongement
de la durée du traitement et l'augmentation de la posologie. Divers troubles peuvent étre
observé. Ces troubles peuvent étre aigués tel que I’hypertension artérielle, la dérégulation de
la synthese naturelle de glucocorticoides a la fin du traitement, I’euphorie avec insomnie
allant jusqu’a une psychose aigué et I’apparition d’ulceres gastroduodénaux. Des troubles
chroniques peuvent aussi se manifester tels que I’ostéoporose, les cataractes et la prise de
poids (Henzen, 2003).

Tableau 07 : Principaux glucocorticoides (Henzen, 2003)

Glucocorticoide Nom commercial
Cortisol (Hydrocortisone) Hydrocortone, Solu-Cortef
Cortisone Cortison CIBA
Prednisone Prednison Streuli
Prednisolone Spiricort, Ultracorten
Methylprednisolone Urbason, Solu-Medrol
Triamcinolone Kenacort, Ledercort
Bétamethasone Celestene, Diprostene
Dexamethasone Fortecortin, Decadron




IV.1.6.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes médicinales sont trés utilisées en médecine traditionnelle a travers le
monde pour le soulagement des maladies inflammatoires tel que I’arthrite rhumatoide,
I’asthme, la bronchite I’eczéma, I’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulceres
gastriques et duodénaux (Setty et Sigal, 2005 ; Wiart, 2006). Le tableau 08 montre quelques
plantes médicinales traditionnelles avec leurs usages.

L activité anti-inflammatoire de ces plantes revient a leur contenu en métabolites
secondaires doués d’activités biologiques; polyphénols, stérols, alcaloides, saponines,
coumarines, terpenes, polysaccharides ect.

Des études menées in vitro et in vivo ont démontré I’effet anti-inflammatoire d’un
grand nombre de ces plantes ainsi que le mécanisme d’action de plusieurs d’entre elles. Les
substances actives des plantes peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire
en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique, les mécanismes de transduction du
signal impliqués dans I’activation des cellules inflammatoires, la synthése des cytokines pro-
inflammatoires, I’expression des molécules d’adhésion, I’activation du facteur nucléaire
kappa-B et la production des espéces oxygéneées réactives (Duwiejua et Zeitlin, 1993).

Dans ce contexte, plusieurs exemples de plantes peuvent étre cités : Curcuma longa
(curcuma) contient un pigment jaune appelé curcumine, un polyphenol qui inhibe la
production de la prostaglandine E2 et ’expression de la cyclooxygenase 2 (Madden et al.,
2009). En revanche, il n’exerce aucun effet sur 1’expression de la cyclooxygenase 1. La
curcumine inhibe aussi I’expression des genes de L’IL-6 et de L’IL-8 et diminue de maniére
dose dépendante la production de NO et I’expression de I’enzyme NO Synthase (NOS)
inductible (Mathy et al, 2007). La curcumine inhibe également le facteur nucleaire kappa-B
(Aggarwal et Sung, 2008).

Le gingembre (Zingiber officinale) est utilisé en médecine asiatique pour traiter les
inflammations et les rhumatismes. Il contient un grand nombre de constituants; gingerol, beta-
carotene, capsaicine, acide caféique et curcumine, dont ’activité anti-inflammatoire est bien
évidente. Les extraits de rhizome du gingembre sont de puissants inhibiteurs de la synthese
des prostaglandines et des leucotrienes, comme ils inhibent la production du TNF-a en
agissant sur I’expression des genes (Setty et Sigal, 2005). Baccharis trimera est une plante
médicinale utilisée pour le traitement du rhumatisme. Elle contient un diterpenoide qui montre
une inhibition importante de la phospholipase A2 (Januario et al, 2004). Arnica montana est
¢galement trés utilisée par les occidentaux pour le traitement des ocedémes et des

meurtrissures. Son effet anti-inflammatoire revient a ses sesquiterpénes lactones tel que



I’hélénaline et la dihydrohélénaline qui inhibent le facteur de transcription NF-xB, facteur

crucial du processus inflammatoire (Wiart, 2006 et

Lyss G et al., 1997). Harpagophytum

procumbens ou griffe du diable, est une plante issue de la médecine traditionnelle africaine.

Son activité anti-inflammatoire a été largement investiguée in vivo et in vitro. Cette plante

réduit significativement 1’cedéme de la patte induit par la Carragénine (Catelan et al., 2006).

Elle inhibe la synthese des eicosanoides, comme elle inhibe la production du TNF-a par les

monocytes humains. Elle réduit également la production de la myeloperoxydase par les

neutrophiles et bloque la synthése de la prostaglandine E2 (Setty et Sigal, 2005).

Tableau 08 : Exemples de plantes médicinales antiinflammatoires (Erdemoglu et al., 2003)

Nom scientifique Famille Partie Nom Utilisation
utilisée commun

Zingiber Zingiberaceae | Rhizome | gingembre arthrose, migraine, douleurs

officinale rhumatismales

Helleborus Ranunculaceae | Racines | Lenten-rose (Edeémes, douleurs

orientalis L. rhumatismales

Urtica dioica urticaceae Feuilles, | ortie Rhinite allergique, eczéma

racines goutte, douleurs

rhumatismales

Laurocerasus rosaceae Feuilles, | laurier Fievre, pharyngites, douleurs

officinalis R. graines d’estomac, hémorroides

Curcuma longa | zingeberaceae | rhizomes | curcuma douleurs rhumatismales,
lupus systémique, psoriasis,
infections rénales.

Ocimum lamiacées feuilles | basilic Lombalgie, arthrose

basilicum

Rubus  sanctus | rosaceae racines ronces douleurs rhumatismales,

schreber infection rénales,
hémorroides

Oenothera onagraceae graines Onagre douleurs rhumatismales,

biennis bisannuelle syndrome sjogren

Nerium oleander | apocynaceae fleurs Laurier rose Douleurs, maux de téte

L.

Harpagophytum | pédaliacées tubercule | Griffe du | Lombalgie, arthrose

procumbens diable Douleurs, maux de téte,
névralgie

Rhododendron ericaceae feuilles | Rhododendron | (Edémes, états grippaux, mal

ponticum L. pontique de dents

Juglans regia L. | juglandaceae | Feuilles , | Noyer Douleurs rhumatismale,

fruits commun malaria, fievre, eczéma




Matériels et méthodes



Premiere partie :

Analyse des métabolites primaires et secondlaires et
&valuation de [activité antioxydante de la pulpe du fruit

du fujubier



V.1. Matériel végétal

Il est constitué des fruits de Zizyphus, cueilli a maturité en septembre 2011dans la
région de Sidi Bel Abbes. .

Les fruits sont identifiés par les botanistes du département des sciences de
I’environnement et un échantillon est conservé au laboratoire de biotoxicologie sous le code
FJ SBA 2012. Les pulpes du fruit sont séparées du noyau et laissées a 'ombre, a I'abri de la
lumiére et a température ambiante. La partie comestible est ensuite malaxée pour obtenir
une pate, qui a servi pour les analyses et la préparation des différents extraits.

V.2. Extraction

Les composés phénoliques ont été extraits de la PFJ fraichement préparée selon le
procédé modifié de Dewanto et al., 2002. Un échantillon de PFJ (50 g) est mélangé a 150 ml
d’éthanol a 80% pendant 05 minutes en utilisant un mixeur de cuisine. Le mélange est
homogénéisé dans un récipient et extrait par traitement aux ultrasons pendant 20 min. Le
surnageant est séparé et le résidu est soumis a une double réextraction en répétant les
étapes ci-dessus dans les mémes conditions. Les trois filtrats sont combinés et filtrés sous
Blichner puis rincés avec de I’éthanol pur. La phase alcoolique est évaporée sous pression
réduite par le rotavapor type Laborota 4000 a 45°C. L'extrait éthanolique du Ziziphus (EEZ)
est conservé a -20°C a I'obscurité jusqu’a son utilisation pour la quantification des composés
fonctionnels.

V.3. Dosage des composés du métabolisme primaire
V.3.1. Taux d’humidité

Pour déterminer la teneur en eau, la matiére fraiche subit une dessiccation a une
température de 103+2°C dans une étuve isotherme ventilée a la pression atmosphérique
(Memmert UF 110) jusqu’a une mesure pratiqguement constante (Audigié et al, 1984).

La teneur en eau est la différence entre le poids de I’échantillon avant et apres la
dessiccation jusqu’a poids constant.

M;-M,

H% = x100

P
H% : taux d’humidité ou teneur en eau

M1 : masse en gr de la capsule avec I’échantillon avant déshydratation
M, : masse en gr de la capsule aprées déshydratation.

P : masse en gr de la prise d’essai.


http://www.univ-sba.dz/biotox/




V.3.2. Taux de cendre

La teneur en matiére minérale est conventionnellement le résidu de la substance
apres minéralisation de la matiere séche des échantillons dans un four a moufle (Heraeus
Instruments) . Elle est obtenue par incinération a 500-600°C (Pinta, 1980 ; AOAC, 1980).

M;- M,

Mo % = x100

P
Mo : matiere organique

M; : masse en g de la capsule et la matiére seche avant incinération.

M, : masse en g de la capsule avec les cendres.

P : masse en g de la prise d’essai.

La teneur en cendre est déterminée comme suit : cendre%=100-Mo%
V.3.3. Dosage des protéines
V.3.3.1 Extraction des protéines

L’extrait protéique est obtenu en ajoutant 0,226 g de sulfate d’ammonium a 1mL de
I’extrait aqueux de I’échantillon. Aprés une incubation a froid pendant 12 h, la solution est
centrifugée a 13 400 g a 4 °C pendant 20 min. Le surnageant obtenu est éliminé et le culot
repris dans du tampon phosphate salin pH 7,4 ensuite conservé a -20°C jusqu’au dosage
(Englard et al, 1990).
V.3.3.2 Dosage des protéines

Une méthode colorimétrique est utilisée pour effectuer ce dosage. Elle est
développée par Lowry et al, (1951) qui ont combiné une réaction au biuret et une réaction
au réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a base de phosphomolybdate et de
phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les tryptophanes, pour donner une coloration
bleue qui s'ajoute a celle du biuret. La grande sensibilité de la méthode de Lowry est sa
principale qualité. Elle peut atteindre 5-10 pg. La zone de linéarité de la réaction est
cependant étroite et il faut utiliser la portion linéaire de la courbe qui correspond a
I'absorption de la sérum albumine bovine (SAB).

Mode opératoire

Dans un tube a essai 1 ml de I'extrait et ajouté a 5ml de réactif de Lowry. Aprés
agitation, 0.5 ml de Folin Ciocalteu dilué extemporanément au 1/2 est ajouté au mélange
(une agitation est nécessaire apres I'ajout du Folin).

Apres 30 min une lecture est effectuée a 660nm.



La droite d’étalonnage a été préparée a partir de sérum albumine bovine (5g/l) a
différentes concentrations suivant les mémes étapes de notre échantillon.

Réactif de Lowry:

50 ml de solution de Lowry A est additionnée a 1 ml de solution de Lowry B.

Solution de Lowry A:

Na,COs g

NaOH (0.1 mol.L'}) 50 ml

Solution de Lowry B:

CuSO,4 5H,0 25 mg
Tartrate de K et Na 50 mg
H,O 5ml

V.3.4. Teneur en matiére grasse

En utilisant I'extracteur de SOXHLET le jujube est pesé et placé dans une capsule.
L'échantillon est extrait en continu par de I'éther de pétrole a I'ébullition qui dissout
graduellement la matiere grasse (Penchev, 2010). . Le solvant contenant la matiere grasse
retourne dans le ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans le
coude latéral du dispositif de distillation. Comme seul le solvant peut s’évaporer de nouveau,
la matiére grasse s"accumule dans le ballon jusqu’a ce que I'extraction soit compleéte.

Une fois I'extraction terminée I'éther est évaporé par Rotavapor et la MG est pesée.
1.3.5. Dosage des sucres totaux

Les sucres sont dosés par une méthode spectrophotométrique de Dubois et
al,(1956) . Les glucides en milieu acide sulfurique et a chaud sont déshydratés en dérivés du
furfural qui se combine facilement avec le phénol et donnent une coloration jaune (le
glucose fournit de I’'hydroxyfurfural). La coloration est permanente.

Cette méthode est trés sensible puisqu’elle permet de détecter des quantités de
glucides de I'ordre de 1pug.

Mode opératoire

La solution a doser (1ml de I'extrait hydrique du fruit de jujube) est mise dans un
tube a essai avec 1 ml de phénol a 5% dans I'eau. 5 ml de H,S0, sont ajoutés rapidement
sans les faire couler le long des parois et le mélange est agité immédiatement. Une
coloration jaune se développe, stable durant plusieurs heures. Les tubes sont placés au bain-

marie a 25°C pendant 15 minutes puis refroidis sous eau a 20°C.



L'absorbance est mesurée a 492 nm.

Les teneurs sont déterminées en référence a une gamme étalon de glucose.

V.3.6. Détermination de la teneur en acide ascorbique

La quantification de la vitamine C (acide ascorbique) est réalisée par la méthode de
2,6 dichlorophénolindophénol (DIP) décrite par Klein et Perry, (1982) avec quelques
modifications (Yen et a/, 2008)

Equations du dosage

Acide ascorbique =»2H" + 2e” + acide déhydroascorbique

Dichlorophénol-indophénol + 2H" + 2e” = leucodérivé réduit

Equation-Bilan

Acide ascorbique + 2,6-DCPIP =» A. déhydroascorbique + dérivé réduit

Mode opératoire

° 0,5 g de fruit sec (jujube) coupé en petits morceaux est extraite avec 10 ml
d’acide oxalique (1%) ;

° L’extrait est centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 minutes ;

° On mélange 5 ml de surnageant avec 9 ml de DIP a 0,2mM, bien mélanger
pendant 15 secondes, puis I'absorbance est mesurée a 515nm.

° La courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant I'acide ascorbique comme
standard avec une gamme de concentration allant de 0 a 500 pg pratiqué dans les mémes
conditions opératoires que les échantillons.

° Les résultats obtenues de la teneur en acide ascorbique sont exprimés pg/g de
Zizyphus brut.

V.4. dosage des composés du métabolisme secondaire
V.4.1. Dosage des composés phénoliques

La teneur en composés phénoliques de I'extrait EEZ du fruit de Zizyphus jujuba a été
estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu selon Singleton et al,(1999). Cette technique est
basée sur la réduction en milieu alcalin du mélange phosphotungstique -
phosphomolybdique et réactif de Folin par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de

couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm et dont



I'intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon
(George et al, 2005).

0.5 ml de I’extrait EEZ est ajouté a 5 ml d’eau distillée. 0.5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu sont additionnés. Aprés 3 min, 0.5 ml d’une solution de carbonate de sodium
100mg/ml sont ajoutés. Aprés mélange initial, les flacons opaques sont laissés au repos
pendant 2 h. La densité optique des échantillons de couleur bleue est mesurée a 765 nm. Les
concentrations en polyphénols sont déduites a partir de la gamme d’étalonnage établie avec
différentes concentrations d’acide gallique (15,6 pg/ml a 2 mg/ml) et sont exprimées en
milligramme équivalent d’acide gallique par 100 g de matiére seche (mg EAG/100g MS).
V.4.2. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides totaux de I'EEZ sont évalués a l'aide d’un test colorimétrique
légeérement modifié selon Zhishen et al, 1999. Dans un tube sont introduits successivement
25 mL de I'extrait EEZ et 100 plL d’eau distillée. Au temps initial (0 minute), 7,5 mL d’une
solution de NaNO, (5 %) sont ajoutés. Aprés cing minutes 7,5 mL d’AlCl; (10 %) sont
additionnés. A six minutes, 50 mL de NaOH (1 N) et 0,25 ml d’eau distillée sont ajoutés
successivement au mélange. L’absorbance de ce dernier dans I'UV-visible est mesurée a 510
nm contre un témoin. Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par gramme
de matiéere seche (mg EQ/g MS).

1.4.3. Dosage des tanins condensés (tanins catéchiques)

Le dosage des tanins condensés dans I'extrait EEZ est effectué selon la méthode de
Broadhurst et Jones, 1978, modifiée par Heimler et al, 2006. Le principe de ce dosage est
basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la
catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm (Schofield et
al, 2001). Pour 400ul de chaque échantillon ou standard, on ajoute 3ml d’une solution de
vanilline (4% dans le méthanol), et 1,5 ml d’acide chlorhydrique concentré. Le mélange est
incubé durant 15 min et I'absorbance est lue a 500nm. Les concentrations en tanins
condensés sont déduites a partir d’'une gamme d’étalonnage de catéchine (0 — 300ug/ml) et
exprimées en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait (ug E CT/mg).
1.4.4. Dosage des tanins hydrolysables (au chlorure ferrique) (tanins galliques)

La méthode de Mole et Waterman, 1987 est basée sur une réaction avec le chlorure
ferrique. Le mélange de I'extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la

coloration rouge violette du complexe, d’ou la formation des ions (Fe**) (Bate-Smith, 1973).



Une solution de FeCl; 0.01M est mélangée avec une solution d’HCI 0.001M (V/V). Ajouter
3,5ml de ce réactif a 1 ml de l'extrait éthanolique de PFJ. Aprés 15 secondes, lire
I’absorbance a 660nm. Les tanins hydrolysables sont exprimés par la relation : T%=DO
(M.V/EmoesP) avec DO : densité optique, Emoles: 2169 de I'acide gallique, M : 300, V:
volume d’extrait utilisé, P: poids de [|'échantillon, T%: pourcentage des tannins

hydrolysables.

1.4.5. Détermination de la teneur en anthocyanes totaux

Les anthocyanes totaux sont déterminés selon la méthode du pH différentiel de Lee
et al, 2005. Dans une fiole jaugée de 25 ml on met 1 ml de I'EEZ et I'on ajuste avec le tampon
pH 1,0 (14,9 mg de KCl/ml d’eau et HCl 0,2 M dans les proportions en volume 25/67).
L'ensemble est mélangé. Aussi, 1 ml de I'EEZ est mis dans une fiole jaugée de 25 ml et
complété avec un tampon pH 4,5 (16,4 mg d'acétate de sodium/ml d'eau) et on mélange. La
concentration d'anthocyanines totale est calculée en utilisant I'équation suivante et enfin
exprimée en milligrammes d'équivalents cyanidine 3-glucoside (Ec-3-G)/100g.

Anthocyanes totaux (mg/l) = A * PM * FD * 1000/(e * L) OU: A est I'absorbance =
(As10 nm - A700nm) @ PH 1,0 - (Asionm - As00nm) @ PH 4,5; PM est le poids moléculaire du
cyanidine-3-glucoside = (433,2); FD est un facteur de dilution; e est le coefficient
d'extinction pour la cyanidine 3-glucoside de 31 600 et | est la longueur du trajet de la cellule
(1 cm).
1.4.6. Dosage des caroténoides

L’estimation de la teneur en caroténoides totaux dans la pate du fruit du jujubier est
réalisée selon la méthode de Yolanda et al, 2007. Ainsi 2 g de PFJ sont homogénéisés avec 20
mL du mélange de solvants (hexane/acétone/éthanol, 2:1:1). Apres agitation pendant 30
min, la phase supérieure est récupérée et protégée de la lumiere par du papier aluminium,
10 mL d’hexane sont ajoutés et une deuxieme extraction est réalisée. Le mélange des deux
extractions est centrifugé pendant 5 min a 6500 rpm. La teneur en caroténoides est
déterminée par la mesure de l'absorbance de I'extrait hexanique a 420 nm. Les
concentrations des caroténoides sont estimées en se référant a la courbe d’étalonnage
obtenue en utilisant le B- caroténe comme standard d’étalonnage. Les concentrations sont

exprimées en mg équivalent de B-carotene par 100 g de PFJ (mg Eq B-caroténe /100 g).



V.5. Activité antioxydante
V.5.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’évaluation de I'activité antioxydante est effectuée par le test au diphényle-picryl-
hydrazyl, phosphomolybdate (DPPH) selon le protocole décrit par Wang et al, 1998. Pour
cela, 0,5 mL de I'extrait EEZ a tester sont ajoutés a 1,25 ml de solution méthanolique de
DPPH (4 %) et 0,5 mL de méthanol. Aprés agitation sur vortex, le mélange est laissé a
I'obscurité pendant 30 min et la densité optique (DO) est mesurée a 517 nm. Le contréle
contient uniquement la solution de DPPH. L’activité antioxydante est évaluée a 517 nm en
pourcentage d’inhibition ou pourcentage d’activité antioxydante, selon la formule suivante :
% d’activité antioxydante = (DO controle — DO test)/(DO controle *100). Le contrdle positif
est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; l'acide ascorbique dont
I’'absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration le test est répété 3 fois. On calcule graphiquement par la régression linéaire la
concentration effective 50 (CE50) qui correspond a celle en antioxydants nécessaires pour
réduire la moitié de la quantité en DPPH initialement présente dans le milieu (Blois, 1958 ;
Brand-Williams et al., 1995).

V.5.2. Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe*) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaizu, 1986. Un millilitre de I'extrait a différentes concentrations (de 0,007 a 2,5
mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml
d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1%. L'ensemble est incubé au bain-
marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide trichlororacétique (TCA) a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min.
Une aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une
solution aqueuse de trichlorure de fer (FeCls)a 0,1%. La lecture de I'absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplagant I'extrait
par de 'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (UV-VIS spectrophotométre Shimadzu
Scientific Instruments). Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; I'acide ascorbique dont I'absorbance est mesurée, dans les mémes conditions que
les échantillons. Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton et Rossi, 1965).

V.6. Identification chimique des polyphénols par LC-MS/MS



V.6.1. Extraction des composés polyphénoliques

L’extrait éthanolique de la PFJ est mis en suspension dans 200 mL d'eau distillée et
extrait avec 200 mL de chloroforme. La couche organique est éliminée et la phase aqueuse
est extraite avec 200 mL d'acétate d'éthyle (EtOAc) trois fois. La phase organique d’EtOAc est
recueillie aprés évaporation compléte du solvant. L'extrait d’EtOAc est ensuite lyophilisé et
conservé a -18°C jusqu’a utilisation pour la LC/MS MS (Yang, 2011).
V.6.2. Identification par LC-MS des composés polyphénoliques

Les spectres de masse de I'extrait EEZ sont obtenus avec un systéme LC-MS/MS
QTOF6520 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) en utilisant une colonne C18 (Zorbax Eclipse XDB)
résolution rapide (HT 4,6 x 50 mm, 1,8 um), en mode positif- ESI, avec un débit de 0.4
mL/min, en phase mobile comportant de I'acétate d’ammonium 10 mM (solution
A)/méthanol CH;0H (solution B) en mode dégradé pour le solvant B comme suit (% B, le
temps) : (10% a 0 min, 95% a 10 min et 10 % a 15 min), (VCAP 3500 eV ; Source T°, 350 °C;
fragmenteur, 110 V ; écumoire, 65 V) (Gilcin et al., 2010).
V.7 Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne suivie de |'erreur standard. La comparaison
des résultats utilise le test Anova et la probabilité P <0,05 est considérée comme

significative.
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V. 8. Effet des composés polyphénoliques sur la viabilité de Saccharomyces cerevisiae
V.8.1. Isolement des levures et préparation des milieux Sabouraud

Dans un verre de montre, on place quelques gouttes d'eau distillée et une
miette de levure de biere

On mélange pour obtenir une solution légérement laiteuse.

Pour la mise en culture des souches et leur isolement, la gélose de Sabouraud est
utilisée. Cette derniere est mise dans des tubes a essai a raison de 15 ml par tube et le pH
est ajusté a 6. Les tubes sont ensuite stérilisés a I'autoclave 20 min a 120°C.

Au moment de l'utilisation, les tubes du milieu Sabouraud sont mis a fondre au bain
bouillant (100°C), puis maintenus en surfusion dans un bain thermostaté a 50°C. Le milieu
est coulé stérilement a raison d'un tube par boite de Pétri stérile. Ces boites sont
maintenues pour solidification et refroidissement dans un environnement stérile,
entrouvertes, autour d’un bec bunsen. Elles sont ensuite stockées couvercle en bas avant
d’étre utilisées.

V.8.2. Mise en culture

Apreés avoir stérilisé I'anse en la portant au rouge dans la flamme du bec bunsen et
attendu qu’elle refroidisse dans la zone stérile, sans I’agiter ni la poser sur la paillasse, on
préleve une anse d’échantillon stérilement et on ensemence par stries sans entamer la
gélose, une boite de Pétri contenant le milieu de Sabouraud gélosé, par la technique
suivante :

* A I'aide d’un crayon feutre partager la boite en deux moitié, en faisant un trait sur
le fond

* déposer le contenu de I'anse (l'inoculum) sur le milieu gélosé, puis I'étaler en
faisant une strie en zig-zag, sans revenir en arriére jusqu’au trait de séparation, retirer I'anse
mais la garder dans la zone stérile.

* tourner la boite d’un demi tour et recommencer a strier avec I'anse a partir de la
deuxieme moitié

* retirer I'anse, la flamber soigneusement, refermer la boite, la retourner, la placer a
I’étuve a 30°C pour une durée minimale de 48h.

V.8.3. Préparation de la gamme de peroxyde d’hydrogéne

Calcul de la concentration de H,0;

La gamme est préparée a partir d’'une solution d’'H,0, de :



1- pourcentage massique 6% (6 g H,0, dans 100 mL de solution)

2- Concentration molaire : C=n/V

3- n = nombre de moles = masse / masse molaire

AN : 6/ 34.01 = 0,176 moles contenues dans 100 mL = 0,1 L de solution. Soit 1,76
moles dans 1L ou M = 1,76 mol/L. La solution est 1,76 Molaire.

Ces résultats figurent dans le tableau 09.

Tableau 09 : calcul de concentration de peroxyde d‘hydrogéne

Titre Titre Masse Concentration | Concentration
volumique | massique (g/L) molaire (mol/L = M) (mol/L)
(mol/L)
20V 6% 34.01 1,76 1760mM

V.8.4. Préparation des dilutions

Une solution de concentration inférieure Cfj|le est préparée partir d‘une solution de
concentration plus élevée Cmere. Le volume Vfjlle a prélever a partir de la solution
meére (la plus concentrée) se fait selon la loi de dilution comme suit :

CmereVmere = CfilleVfille
Les dilutions décimales a partir des concentrations en mM donnent :

H,0,.10™ (mM), H,0,.10% (mM) et H,0,.10%(mM) : 1760/10=176 (Tableau 10)

Tableau 10 : Gamme de dilutions de H,0, (mM)

Solution H,0, H,0,.10™ H,0,.107 H,0,.10
d’H,0, (mM) (mM) (mM) (mM)
20Volumes 1760 176 17,6 1,76

V.8.5.Traitement de Saccharomyces cerevisiae par le peroxyde d’hydrogéne

Apres repiquage de Saccharomyces cerevisiae, un ensemencement de quelques

colonies est effectué dans un tube a essai stérile qui contient un milieu YPD (1% extrait

de levure, 1% peptone, 2% glucose) ensuite mis sous agitation 12 rpm a 30°C pendant 24h.

. Faire un prélévement jusqu’'a obtenir une DOggode 0.1 ; qui correspond a 1.3 10°

UFC/ml et qui représente 100% de viabilité.

. Prélever 1.5mL et centrifuger a 4000g (Rotofix 32A) pendant 5min pour

remplacer le milieu de culture par I‘eau distillée stérile. Procéder a un lavage a la méme




vitesse dans un volume de 1.5mL d’eau distillée stérile, dans le but d‘éliminer le maximum
de milieu de culture.

° Remplacer par 1.5ml de peroxyde d’hydrogene (H,0,) aux différentes
concentrations testées. A DOgyonm=0,1 ; la concentration de 1.3.10° UFC /ml correspond a
100% de viabilité (Lyndsay et al, 1992).

° Apres 1 heure de stress le milieu est remplacé par I‘eau distillée stérile (lavage)
a 4000g pendant 5min, et puis remplacé a nouveau par 1,5 mL d‘eau physiologique, la DO
étant toujours a 0.1.

° On procéde ensuite a des dilutions décimales en cascade permettant d’obtenir
entre 30 et 300 cellules comptées a partir de la DO de 0,1 correspondant au départ 1,3

10° UFC/m (tableau 11).

Tableau 11 : Dilutions décimales de la solution meére

Solution Mére D10 D; 107 D; 10°
1.3 10° UFC/ml 1.3 10° UFC/ml 1.3 10* UFC/m 130 UFC/ml

La suspension (1ml) a laquelle sont ajoutées 9 ml d’eau physiologique correspond a
Df'donc:1.3x10° UFC/mL. Cette derniere dilution (1ml) est reprise avec 9 ml d’eau
physiologique pour obtenir Ds 107 et ainsi de suite jusqu’a la concentration Dy 10°=
1,3x10°UFC/ml.

On étale 100 pL sur une boite de pétri contenant le milieu YPD a 1.5% Agar a 30°C.

Les colonies sont comptées au bout de 48h (Shingo et al, 1995).

V.8.6. Résistance de S. cerevisiea au stress du peroxyde d’hydrogéne en présence d’extrait
éthanolique de Ziziphus

Pour tester |'implication des extraits bruts obtenus dans la réponse au stress causé
par H,O, nous avons utilisé la méme souche Saccharomyces cerevisiea isolée
précédemment.

Avec la DL50 déterminée précédemment, nous avons stressé nos levures dans les
mémes conditions a partir d‘une suspension levurienne dans un milieu YPD et a une DO de
0.1 correspondant a une concentration de 1.3 10° UFC/ml et une viabilité de 100%.

A cet effet trois préparations sont effectuées comme suit:



- Un tube témoin renfermant 1,5 ml d’une suspension levurienne dans de I'eau
physiologique stérile (DO de 0.1)

- Un deuxiéme tube renfermant la suspension levurienne dans 1.5 ml d’H,0,
(Témoin de la DL 50).

- Un troisieme tube renfermant la suspension levurienne dans 1ml d’extrait
brut de Zizyphus jujuba et 0.5ml d’H,0, a la DL50.

Aprés une heure de stress les milieux sont remplacés par de I’'eau physiologique.

Différentes dilutions sont effectuées permettant d’obtenir entre 30 et 300 cellules et
a partir de chaque tube 100ul de chaque suspension sont étalées sur boite de Pétri
contenant un milieu YPG complet (glucose a 2%, peptone a 1%, extrait de levure a 1% et
Agar a 1.5%).

Les colonies sont comptées au bout de 48h.



Troisiéme partie :

Effets de [extrait éthanoligue de la pulpe du fruit du

_jujubier sur la réaction inflammatoire chez le rat Wistar



V.9.1. Conditions d’élevage des rats Wistar

Pour étudier I’activité anti-inflammatoire, des rats adultes Wistar (150-200 g) ont été
obtenus a partir de I'Institut Pasteur (Alger, Algérie). lls sont hébergés dans une piece
convenablement aérée, a température contrélée (22 + 3°C) et une bonne ventilation. Les rats
sont logés dans des cages en plastique transparentes d’une longueur de 55 cm, d’une largeur
de 33 cm et d’une hauteur de 19 cm. Ces dimensions ainsi que la structure répondent aux
lignes de bons usages (figurel0).

Tous les animaux ont été nourris avec un régime ad libitum standard sous forme de
batonnets (figurel0) et un libre accés a I'eau potable. Les rats sont privés de nourriture une
nuit avant le début de 1’expérimentation. A la fin de cette dernicre, les rats sont sacrifiés en
conformité avec les lignes directrices établies par I'Union Européenne sur la protection des
animaux (CEE Conseil 86/609).

Figure 10: Rats de souche Wistar et aliments

V.9.2.Induction de I’inflammation par la carragénine et activité anti-inflammatoire

L’induction de I’inflammation chez les rats se fait selon le protocole préconisé par
Winter et al., 1962. Les mesures de 1’cedéme se font par I’utilisation d’un pied a coulisse
digital (Caliber Mitutoyo). Aussi des analyses de parametres inflammatoires sériques sont
effectuées. Les 18 rats utilisés pour cette expérimentation sont mis a jeun pendant 16 heures
avant I’expérimentation.

Lotl:

Les rats (n=06) qui recoivent une injection intra péritonéale de 2,5 mil/kg d’eau
physiologique (NaCl a 0,9%) et 15 minutes aprés une injection sous cutanée au niveau de
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche du rat, de I'extrémité vers I'articulation sans
dépasser celle-ci, de 0,05 ml d’une solution de carragenine a 1% dans 1’eau physiologique.

Lot2:



Les rats (n=06) recoivent une injection intra péritonéale de 500 mg/kg d’extrait
éthanolique de pulpe de Ziziphus jujuba (figure 11).et 15 minutes apres une injection sous
cutanée au niveau de la région sub-plantaire de la patte arriére gauche de 0,05 ml d’une

solution de carragenine a 1%

Figurell : Injection intra péritonéale des solutions étudiées

Lot3:

Les rats (n=06) recoivent une injection intra péeritonéale de 300 mg/kg de Diclofénac
et 15 minutes apres une injection sous cutanée au niveau de la région sub-plantaire de la patte
arriéere gauche de 0,05 ml d’une solution de carragénine a 1% dans 1’eau physiologique
(figurel2).

V

Figurel2 : Injection au niveau de la région sub-plantaire de la patte

V.9.3. Mesure des cedémes des pattes inflammées

Les mesures de I’cedéme se font avec un pied a coulisse digital a 0 h avant I’injection
de carragénine et a 3, ensuite 6 h aprés I’injection (figurel3).

Le pourcentage d’augmentation (% Aug) du volume de la patte est déterminé par la
mesure des épaisseurs de I’cedéme au centre de la région sub-plantaire comme suit :

Vi- Vo
% Aug=———x100
Vo
Vo = Volume de la patte du rat témoin



V= Volume apres injection de carragénine et traitement (Diclofénac ou EEZ)

Le pourcentage d’inhibition (% inh) de I’inflammation par les différents traitements
est calculé comme suit :

Po-Pt
% inh= ——x 100
Po
P0O= % d’augmentation de la patte du témoin
Pt= % d’augmentation de la patte du lot traité

Figurel3 : Mesure de I’épaisseur de I'inflammation avec le pied a coulisse
V.9.4. Sacrifice et prélévement du sang
Apres 03 heures et & la fin de I’expérimentation (aprés 06 heures) les rats sont
anesthésiés a I'éther dans une cloche en verre. Le sang est prélevé par ponction dans 1’aorte
abdominale (figurel4). L’avantage de cette technique est la possibilité de collecter du sang
stérile et la capacité a réaliser une exsanguination complete (Weiss et al, 2000 ; Elkadi et al,

2014).
|

Figurel4 : Prélevement de sang par ponction dans I’aorte abdominale



Pour le dosage immunochimique le sang est centrifugé a 2500 tr/mn a une température
de 4°C pendant 15 minutes. Le sérum obtenu peut étre congelé jusqu’a 48 heures a -20°C
avant utilisation.

V.9.5. Dosage des protéines de I'inflammation ou "*profil protéique™
V.9.5.1. La protéine C-réactive (CRP)

La protéine C-réactive est une protéine de la phase aigue qui apparait dans le sang lors
des processus inflammatoires. Les modifications du taux des protéines de la réponse
inflammatoire peuvent étres dosées en immuno-néphélométrie et I'évaluation dans le temps
des taux sériques peut avoir une grande valeur indicative. la CRP est une protéine a variation
¢levée (jusqu’a 1000 fois la norme), ayant une demi-vie courte (un jour) et dont le délai de
réponse est court (6 a 12 heures). Le dosage de la CRP se fait par la technique
immunoturbidimétrique (Marrack et Richards 1971 ; Ritchie, 1967).

Principe

Le trouble formé par la réaction antigene (CRP)-anticorps (polyclonal de chevre anti
CRP) est apprécié par spectrophotométrie a 340 nm (Marrack et richards 1971 ; Ritchie,
1967).

Reéactifs

R1: Tampon phosphate NaCl pH 7,43

Polyéthyléne glycol 409/l

Azide de sodium 0,95¢/I
R2: Antisérum polyclonal de chevre anti CRP
Tampon phosphate NaCl pH 7,43

Azide de sodium 0,95¢/I

Mode opératoire

60ul de sérum sont additionnés de 1 ml de tampon R1 et I’absorbance est lue a 340 nm
contre un blanc contenant du NaCl 0,9% +1ml de tampon R1. Les absorbances sont lues avant
et apres addition dans les tubes de 100 pl d’antisérum anti-CRP.

La différence d’absorbances est évaluée en utilisant la courbe de calibration réalisée
avec cing concentrations de CRP selon un kit de calibration prét a I’emploi (Biolabo, Maizy-
France).

V.9.5.2.Dénombrement des globules blancs
Prélévement
Le prélévement, ou ponction, est effectuée sur 1’aorte selon les procédures terminales

pratiquées sur des animaux anesthésiés, permettant de réaliser une exsanguination avant



I’euthanasie. Il faut pratiquer une laparotomie, puis ponctionner le vaisseau avec une aiguille
de diametre maximum et de longueur minimale pour éviter la coagulation. Les avantages de
ces techniques, par rapport a la décapitation, sont la possibilité de collecter du sang stérile et
la capacité a réaliser une exsanguination compléte (Archer 1977, kraus 1980, Laroche et
Rousselet 1990, Weiss et al ,2000). Il existe aussi des techniques de cathétérisation
permanente permettant des prélevements répétés sans anesthésie ( kraus 1980).

La numération des trois lignées GR, GB, PLT, utilise deux principes tres différents:

. La Variation d'impédance

Principe Coulter du nom des inventeurs (Wallace et Coulter- 1953), Méthode de
référence, la plus répandue. Utilisée pour les numérations, et la formule leucocytaire
approchée. Le principe de la mesure par impédance est le passage de cellules en suspension dans
un liquide conducteur a travers un orifice qui modifie la résistance électrique entre deux électrodes
(principe Coulter). Cette variation d’impédance est enregistrée sous forme d’impulsions. Le nombre
d’impulsions enregistré correspond au passage des cellules.

. La mesure optique

Associe les principes de bases de la Cytométrie en Flux (1977):

-focalisation hydrodynamique

-diffraction lumineuse recueillie a différents angles /incidence

Elle est utilisée surtout pour la numération des GB associée a la FL, cependant
guelgues automates utilisent la mesure optique pour les numérations des 3 lignées GR, GB,

PLT (Bayer automate ADVIA 120, Sysmex automate XT2000).



VI. Résultats et discussion



VI.1. Détermination du rendement de I’extrait brut éthanolique

Le poids de I’extrait est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein P
(apreés élimination du solvant par évaporation rotative) et le poids du ballon vide Py.

Le rendement sera exprimé en pourcentage et sera le rapport de la masse en gramme
de I’extrait brut (m) sur la masse en gramme de la matiére végétale étudiée (mo). Les résultats

de ce rendement figurent dans le tableau 12.

Tableau 12 : Rendement de I'extraction éthanolique de la pulpe du fruit du jujubier

Po (0) 63.22
P1(9) 64.61
m (g) 1.39
Mo (9) 50

Rendement (%) 2.78

Le rendement de 1’extrait éthanolique de la pulpe du fruit du jujubier (PFJ) est de
2,78+0,31% correspondant a 1,39 g de résidu obtenu a partir de la macération éthanolique de
50g de PFJ. Ce rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans
lesquelles 1’extraction a été effectuée. La méthode d’extraction affecte également tout le
contenu total en phénols et flavonoides et I’activité antioxydante (Lee et al, 2003).

V1.2. les metabolites primaires :
V1.2.1. Taux d’humidité

Afin de déterminer la teneur en eau dans les fruits de zizyphus jujuba nous avons
utilisé la méthode d’Audigié et al, (1984) dont le but est d’exprimer les résultats des
constituants par rapport a la matiere seche.

Le taux d’humidité de notre échantillon PFJ de Zizyphus jujuba est de 19%, ce qui se
rapproche des résultats obtenus par Jin-Wei Li et al, (2007) qui ont travaillé sur cing variétés
du méme genre en 1’occurrence, le zizyphus jujuba cv Jinsixiaozao, zizyphus jujuba cv Yazao,
zizyphus jujuba Jianzao, zizyphus jujuba Junzao et zizyphus jujuba Sanbianhong et ont
rapporté, respectivement, 18.99%, 20.98%, 17.38%, 21.09% et 22.52% d’humidité.

Selon Talukdar, 2014 cinq variétés de fruits du jujubier de l’espéce mauritiana,
présentent des taux de matiere seche qui varient de 84,18 a 89,23% respectivement.

V1.2.2. Taux de cendres
La teneur en cendre du Zizyphus jujuba a été déterminée aprés incinération et la

cendre grisatre obtenue représente les diverses substances minérales.



Nos résultats révelent un taux de cendre de 6.1%, supérieur aux résultats de Jin-Wei Li
et al, (2007). Ces derniers ont rapporté des teneurs en éléments minéraux de 5 variétés de
zizyphus variant de 2.26% a 3.01%.

Selon Talukdar, 2014 cinq variétés de fruits du jujubier de 1’espéce mauritanica,
présentent des taux de cendre variant de 2,85 a 3,23%.

Selon Murdock, 2002, la teneur en éléments minéraux du Zizyphus lotus, une autre
espece, est de 0,82%. Selon Boudraa et al, 2010, la pulpe de cing fruits étudiés, parmi
lesquels Zizyphus lotus L, s’est révélée plus riche en minéraux (calcium, magnésium,
potassium, fer, manganese) que certains fruits plus largement consommeés. Ces résultats
témoignent des légéres variations liées a I’influence probable de 1’environnement abiotique et
a la différence des conditions climatiques et la répartition géographique.

V1.2.3. Dosage des protéines

Selon la méthode de Lowry, 1951 le taux de protéines dans notre échantillon est de
28.83 mg EQ SAB/g de substrat ou 2.88 g EQ SAB/100g). La quantification s’est faite contre
un étalonnage utilisant la sérum albumine bovine (figure 15).

Li et al, 2007 ont rapporté que les cultivars semblent affecter de maniére significative
les teneurs en protéines de cing variétés de jujubes chinois qui varient de 4,75 a 6,86%.

Ces derniers résultats sont obtenus par la microméthode de Kjeldahl qui utilise un
coefficient de conversion de 1’azote en protéines de 6,25. Dans notre cas la méthode de Lowry

utilisee semble plus rationnelle.
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Figure 15 : Droite d’étalonnage de la Sérum Albumine Bovine

VI1.2.4. Teneur en matiere grasse
La teneur en lipides du fruit de zizyphus jujuba obtenue par la méthode de Soxhlet est

de 0.28%. Ce résultat est corroboré par les valeurs rapportées par Jin-Wei Li et al, 2007 et qui



varient de 0.37 a 1.02%. Notre valeur est approximativement proche de celle de la premiére
variété zizyphus jujuba cv Jinsixiaozao qui renferme 0.37% de lipides.

La matiére grasse présente dans ce produit est donc réduite (0,28%). Tonelli et
Gallouin, 2013, rapportent des taux de 0,3% de lipides totaux dans le jujube commun et celui
de chine frais et 1,3% dans ces fruits secs. Nos résultats sont donc faibles par rapport a ceux
d’autres auteurs (Danthu et al, 2002; Kwon et al, 1997) et cela peut étre dii & une extraction
insuffisante de ces composés par 1’éther de pétrole (Ranhotra, Gelroth, & Vetter, 1996).
V1.2.5. La teneur en sucres totaux

Les sucres totaux déterminés par la technique phénol- acide sulfurique constituent
23,20% de la matiere seche de la PFJ. Cette détermination utilise un étalonnage avec du

glucose (figure 16).
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Figurel6 : droite d’étalonnage pour le dosage des sucres totaux

La période de récolte des fruits du jujubier a un effet significatif sur le taux des sucres
totaux (Kudachikar et al, 2000). Plus la cueillette est retardee plus le taux de sucres est élevé
(Bal, 1986). Notre valeur se rapproche a celles rapportées par Li et al, 2007 et qui varient de
19.2 a 27.2%. Il est cependant intéressant de signaler que selon Jin-Wei Li et al, 2007, les
hydrates de carbone contenus dans cing cultivars de jujube chinois sont quantitativement
similaires et varient de 80,86 a 85,63% de la matieére séche des fruits entiers sans aucune
différence significative. Une étude comparative sur la qualité nutritionnelle de 5 (cinq)
variétés de jujubes du Bangladesh (Zizyphus mauritiana) a rapporté des taux variant de 4,70 a
10,01% de la partie comestible tandis que le répertoire général des aliments rapporte pour la
pulpe fraiche du fruit du Jujubier commun et le Jujubier de Chine un taux de sucres
disponibles de 19% (Ciqual, Cneva, 1993).


https://www.google.fr/search?biw=1024&bih=667&tbm=bks&q=inauthor:%22TONELLI+Nicole%22&sa=X&ei=YW-iVLToLIWHygPYx4LQDA&ved=0CHMQ9AgwCQ
https://www.google.fr/search?biw=1024&bih=667&tbm=bks&q=inauthor:%22TONELLI+Nicole%22&sa=X&ei=YW-iVLToLIWHygPYx4LQDA&ved=0CHMQ9AgwCQ

Gao et al, 2011 ont raporté des valeurs inferieures a celle de notre échantillon et qui
oscillent entre 9.8 et 14.9 gr/100g.
V1.2.6. Teneur en acide ascorbique

Une étude réalisée sur le jujube (zizyphus jujuba ) cultivé en chine indique des teneurs
en acide ascorbique allant de 376 a 757 mg/100g (Sun et al, 2010). Une autre étude menée
sur 5 variétés de jujube Junzao, Lingbaozao, Jinzao, Zanhuangzao et Lizao montre des teneurs
qui oscillent entre 77.2 et 102.3mg/100g (Gao et al, 2011). Selon koley et al, 2011, 12
génotypes du jujube indien ont montré des teneurs en acide ascorbique qui varient entre 19.54
et 99.49 mg/100g.

Dans notre cas la valeur de 194 mg de vitamine C pour 100g de la PFJ est appréciable
et témoigne d’une richesse en vitamine C qui est fonction de la maturité du fruit (tableaul3).

Cette détermination utilise un étalonnage avec de I’acide ascorbique (figurel?).

Tableau 13 : Composition nutritionnelle de la pulpe du fruit du jujubier

Parametres *Pate de pulpe fruit du jujubier (PFJ)
(pulpe avec peau) (% de MS)

Matiére seche (%) 81+0,21

Cendres (%) 6,1+0,16

Matiére grasse (%) 0,28+0,03
Protéines (% équivalent sérum albumine) 2,88+0,32
Sucres totaux (%) 23,20+0,32
Acide ascorbique (ug/g) 0,194+0,04

*Moyenne +SD de trois déterminations

Selon Jin-Wei Li et al, 2007 la teneur en vitamine C, mesurée par la méthode de
réduction du 2,6- dichlorophénol-indophénol (DIP) varie de 192 a 359 mg/100 g de fruit
entier pour cing variétés de fruits de Jujubier étudiées. Quand aux variétés du Bangladesh, la
partie comestible du fruit de la méme espece renferme de 32,98 a 42,91 mg de vitamine C
pour 100 g (Talukdar, 2014).
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Figure 17: Droite d'étalonnage pour le dosage de l'acide ascorbique

En effet selon Wu, 2012 la vitamine C varie de 310 a 200 mg/100 g de poids frais de
jujube au cours de la maturation. Aussi, les travaux de Zhang et al, 2010 rapportent de
grandes variations de vitamine C (534,94 ; 58,22 et 32,48 mg d’acide ascorbique pour 100g
de poids sec) dans les extraits éthanoliques des pulpes de trois cultivars de jujube étudiées.
Selon Li et al, 2007 il semble que le jujube chinois étudié est une bonne source de vitamine C
dans l'alimentation. En moyenne, une portion de 20 g de jujube chinois offrirait tous les
besoins quotidiens d'un adulte en vitamine C recommandée par la Food and Nutrition Board
(National Research Council, 1989). Il est aussi important de signaler que le contenu en
vitamine C du jujube frais diminue fortement lors du stockage en raison de la détérioration et
de l'oxydation. De ce fait la perte de vitamine C constitue un facteur critique pour la durée de
vie de certains produits (\Wang, 2000 ; Burdurlu, 2006, Hu, 2013). La prise quotidienne de
100mg de jujube en saison tropicale peut éradiquer la maladie du scorbut (Talukdar, 2014).
V1.3. dosage des composés du metabolisme secondaire

Afin de caractériser I’extrait éthanolique préparé a partir des fruits du Zizyphus jujuba,
un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué.

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

V1.3.1 Dosage des composés phénoliques
Le dosage des composés phénoliques dans 1’extrait EEZ a donné des teneurs de 7.80

+0.40 mg EAG /g de Zizyphus.



Les travaux de Zhang et al, 2010 rapportent des quantités de polyphénols totaux qui
varient de 557 a 813 mg EAG/100 g de matiére séche de pulpe de trois cultivars de jujube.
Les cing cultivars de jujubes chinois étudiés par Li et al, 2007 et cités par Pareek, 2013
présentent des quantités de polyphénols totaux variant de 5,18 a 8,53 mg EAG/g de matiére
seche. Les cinq variétés de fruits de jujubiers étudiées par Gao et al, 2011 montrent des
quantités de polyphénols qui varient de 428,5 a 600,4 mg EAG/100g de fruit.

Dans une étude faite sur les différents tissus de 3 variétés de jujube chinois (zizyphus
jujuba), Zhang et al, (2009) ont doseé les polyphénols totaux par la méthode de Folin ciocalteu
dans I’extrait éthanolique, le résultat obtenu est de 32.80 mg EAG/g pour ’une des variétés
(Dongzao).

L’étude réalisée sur les 12 génotypes du jujube indien montre des valeurs qui oscillent
de 1.72 2 3.28 mg EAG/g (Koley et al ,2011).

Le jujube chinois a montré une teneur en composés phénoliques de 1’ordre de 7.42,
8.53, 8.36, 7.01 et 5.18 mg EAG/g respectivement pour Jinsixiaozao ,Yazao ,Jianzao ,Junzao
et Sanbianhong (Jin-Wei Li, 2007). Cette différence est probablement due aux origines des
variétés etudiees.

Tableau 14 : Composés phénoliques et activité antioxydante de I'extrait éthanolique de la pulpe du fruit du
jujubier écotype « Zfisef » de la région ouest d’Algérie.

Rendement de 1’extrait éthanolique (%) 2,7840,31

Polyphénols totaux (EAG/Q) 7,80£0,40
Flavonoides (mg EQ/qgr) 25,58+16,6
Tanins galliques (ug EAG/mg) 0,15+0,025
Tanins catéchiques (ug ECT/mg) 3,48+0,28
Anthocyanes totaux (ECy3g/100 g 4,81+0,44
Caroténoides totaux (mg E B-caroténe /100 g) 5,02+0,19

V1.3.2. Dosage des flavonoides

En utilisant la méthode de Zhishen et al, 1999 on a détermine les flavonoides et la
valeur de 25.58+16.6 mg EQ/gr pour I’extrait éthanolique est obtenue.

Cette teneur est supérieure aux valeurs rapportées par Koley et al, 2011 chez les 12
génotypes du jujube indien et qui sont comprises entre 8.36 et 21.97mg équivalent quercétine
par gramme de substrat (EQ/g). Il s’agit de métabolites secondaires regroupés selon leur
structure dérivée de celle du phénylbenzopyrone ou flavone. L’étude menée par Sun et al,

2010 sur 10 lots différents de jujube, rapporte des quantités de flavonoides variant de 5.57 a



9.40 mg EQ/g qui sont inferieures a celles de notre produit. Quand aux travaux de Zhang et
al, 2010 I’extrait éthanolique de la chair de Zizyphus jujuba renferme 18.51 mg EQ/gr. Gao et
al 2011 rapportent des quantités de flavonoides qui varient de 159,3 a 230,3 mg équivalent
rutin pour 100 g de poids frais chez cing variétés de fruits de jujubier étudiées.

V1.3.3. Les tanins

Les tanins totaux représentent ceux hydrolysables et condenseés. La fraction condensée
semble plus importante comparée a celle hydrolysable (P<0,05) (tableau 14). Les gallotanins
et les polymeéres de flavanols sont connus pour leur aptitude a piéger les radicaux libres et
réduire les risques de maladies cardiovasculaires et de cancer comme tous les polyphénols
(propriétés antioxydantes) (Santos-Buelga, 2000). Selon Diallo, 2004 La présence de tanins,
doués de propriétés de renouvellement des tissus, est importante dans le processus de guérison
des plaies dues au diabeéte.

V1.3.4. Les anthocyanes

Selon Zhang Qiong et al, 2010, il n’y a pas d’anthocyanes dans la peau de quatre
variétés de fruit du jujubier analysées par chromatographie liquide de haute performance.
Zhang Hao et al, 2010 ont montré que ces composés sont présents dans la pulpe et la peau
mais pas dans la graine des fruits de trois cultivars de fruit de jujubier de Chine. Ces
anthocyanes déterminés par spectrophotométrie sont exprimés en mg de cyanidine 3-
glucoside par 100 g de matiére seche et varient en fonction des variétés de 29,79 a 42,91 dans
la peau, de 1,38 a 10,59 dans la pulpe et ne sont pas détectés dans les graines. Dans notre cas
le taux d’anthocyanes de la PFJ est de 4,81+0,44 mg équivalent cyanidine 3-glucoside pour
100 g de PFJ.

V1.3.5 Les caroténoides (B-caroténe)

Le taux de béta carotene contenu dans 100g de PFJ correspond a 5,02+0,19 mg
(tableau 14). L’étalonnage est effectué avec différentes concentrations de béta-caroténe
(figurel8). Selon Kassem, 2011, lors de I’¢tude des effets des substances vaporisées sur les
caractéristiques chimiques des fruits de jujubiers au cours des deux saisons, ces derniers
montrent un taux de caroténoides de 6,2 mg/100g de fruit. Les travaux de Talukdar, 2014, sur
les parties comestibles de cing variétés de jujubes rapportent des valeurs qui varient de 246,77
a 459,20 pg pour 100 g de substrat. Ces valeurs sont largement supérieures a celles rapportées
par Bekir San, 2010 et qui concernent le contenu en -caroténe de trois sélections de fruits du
jujubier qui varie de 7 a 35 ug/100g. En définitive, le béta-carotene contenu dans les fruits du
jujubier est faible comparé a d'autres fruits tels que l'abricot a haute teneur en béta-carotene
(Munzuroglu et al., 2003).
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Figure 18: Droite d'étalonnage pour le dosage des caroténoides

V1.4.Mesure du pouvoir antioxydant de I’extrait de jujube par le test du DPPH
L’activité antioxydante des différents extraits du Zizyphus jujuba vis-a-vis le radical
DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm (Figurel9).
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Diphenylpicrylhydrazyl +Antioxydant-OH = Diphenylpicrylhydrazine+Antioxydant-O.
(Couleur violet) (Couleur jaune)

Figure19 : Réaction d’un antioxydant avec le DPPH (Molineux ,2004)

Le DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est un radical libre organique, toujours utilisé
comme un réactif pour évaluer I’activité antiradicalaire des antioxydants (Oyaizu, 1996).

Le DPPH est caractérise par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses
concentrations. A cet effet, il a été employé pour le criblage des activités anti radicalaires des

extraits végétaux (Yi et al, 2008).



Le modele de piégeage des radicaux DPPH stables est donc un procédé largement
utilisé pour évaluer l'activité anti-oxydante dans un temps relativement court. Sur la base de
ce principe, les caractéristiques de piegeage des radicaux DPPH d'extraits de quinze
génotypes de jujube ont été mesurées (Kamiloglu et al, 2009). Le pourcentage d’inhibition
varie de 80 a 99%. Selon ces auteurs il n’existe pas de corrélation entre cette activité et le
contenu phénolique de jujubes. Li et al, 2005 ont aussi indiqué que I’activité antioxydante
totale n’est pas due uniquement au contenu phénolique de ces fruits mais probablement a la
présence d'autres composés phytochimiques tels que I'acide ascorbique, le tocophérol et des
pigments, ainsi que la présence d'effets de synergie entre ces composés. Dans notre cas le
pourcentage d’inhibition par le DPPH est de 56,604+3,99% a la concentration de I’extrait
¢thanolique de PFJ de 0,25+0,062 mg/ml. Ce résultat est important et témoigne d’une grande
capacite de la PFJ, renfermant des antioxydants naturels & atténuer les dommages oxydatifs
induits par les radicaux libres. La CI50 qui est la concentration d’extrait de PFJ responsable
de 50% d’inhibition des radicaux DPPH représente 34 pg/ml comparativement a celle de

I’acide ascorbique (10pug/ml).

100 1 y =320.95x+9.1628
R2 = 0.9039
CE50 = 0.13mg/m|

Ascorbic acid

80
s
s 060 - 7
=
£=
= PFJ extract
-] 40 -
=S

y=221.18x+5.0281
R?=0.9488
CE50=0.22mg/ml

20

0 0.1 0.2 0.3
Concentration (mg/ml)

Moyenne + SD de trois déterminations, Cls : concentration d’extrait éthanolique de PFJ responsable de 50%
d’inhibition des radicaux DPPH.

Figure 20: évaluation de CI50 de I'extrait PFJ et le standard acide ascorbique par la méthode DPPH.

V1.5. Mesure du pouvoir antioxydant de I’extrait de jujube par le test de FRAP



L’activité antioxydante de quelques cultivars de jujubes de Chine évaluée par la
méthode de FRAP donne des valeurs de 342 & 1173 p mol.g™ (Li et al, 2005). Les travaux de
Gao et al, 2011 rapportent en utilisant la méme méthode des valeurs moyennes pour cing
cultivars de jujube qui varient de 626 a 1126,9 mg équivalent vitamine C par 100 g de
substrat. Zhang et al, 2010 ont évalué la capacité antioxydante de trois cultivars de jujubes
par la méthode de FRAP de 252,43 a 982,31 mg equivalent vitamine C pour 100 g de substrat.

Dans notre cas, le pouvoir réducteur de I'extrait ethanolique de Ziziphus (EEZ) et
d'acide ascorbique déterminé par la méthode FRAP et exprimé en densité optique est de 0,533
+ 0,035 et 1,16 + 0,020 DO pour I’acide ascorbique a la concentration de 0,1 mg/ml et 1,87 +
0,044 et 3,22 £ 0,044 a la concentration de 0,5 mg/ml (Figure 21). Nos résultats sont donc en
accord avec les données rapportées par plusieurs auteurs, qui ont constaté que les fruits de
jujube présentait une bonne activité antioxydante dans différents systemes (Kamiloglu et al,
2009; Cheng et al, 2012; Zhang et al, 2010).
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Figure 21: potentiel réducteur total de différentes concentrations de I’extrait PFJ et I’antioxydant de
référence acide ascorbique par la méthode FRAP.

V1.6. Détermination des composés polyphénoliques par LC-MS/MS

I’HPLC représente une technique d'analyse fiable pour séparer les composés
phénoliques (Gomez-Caravaca et al., 2006). L'identification des pics chromatographiques est
effectuée en combinant les informations obtenues a partir de différentes sources. Quand un

étalon de référence est disponible, l'identification des composés est confirmée par une



comparaison directe des temps de rétention et des spectres de masse acquis dans les mémes
conditions analytiques. Pour les autres composés (pour lesquels on ne dispose pas d’étalon), la
masse exacte mesuree (ou formule chimique la plus probable qui peut étre calculée a partir de
cette masse) est comparée avec celle de composés de référence disponibles en ligne dans
différents sites Web de base de données de  produits  chimiques

(www.pubchem.nchi.nlm.nih.gov) Les composés phénoliques identifiés dans la PFJ par LC-

MS/MS sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Identification par LC-MS/MS des composés phénoliques de I'extrait d’acétate d’éthyle de la PFJ

Name Mass m/z RT

cinnamic acid 148,0528 166,0866 1,31

Coumaric acid methyl ester 178,0633 196,0971 5,808
3,4-dihydroxyphenylacetic acid 168,0415 169,0488 7,122
homovanillic acid 182,0574 183,0647 7,193
Ferulic methyl ester acid 208,0735 226,1073 7,426
Prenyl caffeate 248,1051 266,1389 7,641
caffeic acid 180,0422 181,0495 7,984
Pinobanksin-3-acetate 314,0798 332,1136 8,148
Genistein 270,0537 293,043 8,325
Coumaric acid 164,0475 165,0547 8,779
Quercetin 302,0425 325,0317 9,759
Naringenin 272,0684 273,0754 9,766
Hesperetin 302,0792 303,0864 9,835
Pinocembrin 256,0744 257,0817 9,841
3-Hydroxy-4-methoxycinnamic acid 194,058 195,0649 10,168
Benzoic acid 122,037 123,0443 10,217
Methoxy-pinobanksin 286,0843 287,0916 10,568
Artepillin C 300,1708 318,207 11,031
Chrysin 254,0577 255,065 11,255
Pinobanksin-3-propionate 328,0961 329,1034 11,46
Myricetin 318,0376 319,0449 11,878
Kaempferol 286,0486 287,0559 12,039
Tectochrysin 268,0735 269,0807 12,054
Isopentyl caffeate 250,1215 251,1288 12,261
Isoprenyl ferulate 262,1207 263,1279 12,69
Acacetin 284,0686 285,0759 13,132
Bis-methylated quercetin 330,0742 331,0815 15,256
methyl quercetin 316,0585 317,0658 15,843
Tyrosol 138,0676 139,0749 16,496
Hexadecanoic acid 256,2402 274,2741 16,792
Isoprenyl coumarate 232,1107 255,0999 17,171
9-Octadecanoic acid 282,2561 300,2899 17,471
Pimaric acid 302,2254 303,232 17,594



http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Les résultats montrent la présence de nombreux composés polyphénoliques (Tableau
15). San et Yildirim ,2010 ont montré la présence de tocophérol et de B-caroténe ainsi que de
nombreux composés phénoliques tels que la catechine, 1’acide caffeique, I’epicatéchine,
I’acide férulique, la rutine, 1’acide p-hydroxybenzoique et chlorogénique dans les fruits de
quatre sélections de jujubes. L’acide férulique n’était pas présent dans toutes les selections
alors que la quercétine était absente. Selon ces auteurs les fruits du jujubier sont une bonne
source de composés phénoliques particulierement de catéchine et de rutine. Les travaux de
Gao et al, 2011 sur cinq cultivars de fruits de jujubier ont identifié par HPLC la présence de
catéchine, d’acide protocatéchuique d’épicatéchine et de rutine. Nos résultats ne sont pas en
totale conformité avec ceux d’autres chercheurs comme Zhang et al, 2010 qui ont identifié
I’acide procatéchuique, gallique, chlorogénique et caféique tandis que Hudina et al, 2008 ils
n’ont identifi¢ que deux acides phénoliques (acide chlorogénique et caféique) et trois
flavonoides (catéchine, épicatéchine et rutine) dans des extraits de fruits de jujubiers chinois.
Il est probable que malgré les similitudes géographiques et de pratiques culturales les

différences de synthese de composés phénoliques sont dues a la variabilité genétique.



Devxiéme partie :
Potentiel antioxydant de lextrait de pulpe du fruit du
Jjujubier

Etudle sur modéle Saccharomyces cerevisiae



V1.7. Etude de la viabilité de Saccharomyces cerevisiae

V1.7.1. Comptage de colonies de S. cerevisiae apres traitement avec H,0,

Aprés 48h d’incubation sur milieu YPD complet avec 1,5% Agar a 30°C, on a compté

nos colonies selon la formule [N]:

AVEC :

xc

[NV]

~(N1+01N2)dv

Yc : nombre de toutes les colonies calculées sur les boites retenues

V : volume d’inoculum appliqué & chaque boite ; 100pL = 10°ml
N1 : nombre de boites retenues a la premiére dilution N1=3

N2 : le nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution N2=3
d : taux de dilution de la premiére dilution retenue pour le comptage sur boite ; d = 10"

Le calcul de pourcentage de survie & partir de la DOgye=0.1 correspond & 1.3 10°

UFC/ml et représente 100% de survie. Les résultats obtenus figurent dans le tableau x.

Tableau 16 : Dénombrement et calculs des colonies aprés traitement par le peroxyde d’hydrogéne

H,0, (mM) 0 1.760 17.6 176 1760
rc 442 432 309 221 130
UFC/ml 134 .10* 130.10% 93.10* 67.10" 39.10*
Survie % 100% 97% 69% 50% 29%
176 176 -
150 A
—o— H202 (mM) 126 - —e—Hoz(mM) 11496 +:"nf'(\)/|2)
100 1 —&— UFC/ml —— survie (%)
—@— Ic (somme des 76 4 (x104) 76 -
50 colonies)x10
26 - 26
O i
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Figure 22 : Viabilité de S. cerevisiae face a un stress par H,0, a différentes concentrations pendant 01 heure.

La figure22 montre le taux de survie de S. cerevisiae par rapport au changement des

concentrations de peroxyde d’hydrogene.

A de petite concentrations de 1’ordre de <17,6 mM la toxicité n’est pas

importante, et est sans grande influence sur notre souche.




o A une concentration de 176 mM le dénombrement révéle une diminution
considérable avec moins de 50% de survie ; c’est la DLsg. C’est la concentration retenue pour
la deuxieme partie de notre travail.

o Au-dela de 176 mM le taux de mortalité est tres important et le peroxyde
d’hydrogéene élimine la totalité de S. cerevisiae.

VI1.7.2.Adaptation de S. cerevisiae a H,O; en présence d’extrait brut de PFJ

La 2°™ partie de notre travail se limite & tester la viabilité de notre souche a la
concentration induisant la mortalité de 50% de nos levures a savoir la DLsy retenue (176
mM).

Apres 48h d’incubation sur milieu YPD complet avec 1,5% Agar a 30°C. Les colonies
sont comptees selon la formule indiquée précédemment [N].

Le calcul du pourcentage de survie & partir de la DOgy=0.1 qui signifie 1,3 10 UFC

/ml et représentant 100% de survie donne les résultats regroupés dans le tableau 17.

Tableau 17 : dénombrement des colonies de S. cerevisiae et détermination de leur survie

Témoin DLsg DLso + Extrait de PFJ
(2176 mM de H,0,) (@176 mM + E PFJ, 1ml
a 2,78%)
>c 442 221 344
UFC/ml (x10% 134 67 104
Survie (%) 100 50 ~78
500 -
.g 400 - A —x 140 B —t— UFC/ml 150 C —@— Survie
5 112 (x104) (%)
8 300 - 84 - 100 \/
()
T 200 - 56 - 50
£
g 100 | 28 | 0 T T T
© 0 w w w 0 +—— ; ' Témoin  DL50  DL50+
Témoin DLSO DLSO+ Témoin  DL50 Eth-"rgi’t' Extrait de
Extrait de PFJ PFJ
de PFJ

Figure 23 : Evolution des colonies de S. cerevisiae (A)et (B) et de leur survie (C) en présence de peroxyde
d’hydrogéne (DL50) et d’extrait brut de pulpe de fruit du jujubier.

la figure 23 illustre ’effet de I’extrait éthanolique de Zizyphus jujuba sur le taux de
survie de Saccharomyces cerevisiea . A la concentration de 176 mM sans ’extrait de PFJ la

somme des colonies est estimée a 221 soit une diminution de 50% correspondant a la DL 50



alors qu’elle atteint le chiffre de 344 (=78%) soit une augmentation de 28% par rapport au
nombre de colonies & la DL50.

Ces résultats montrent que notre extrait éthanolique de Zizyphus jujuba a un effet
palliatif face a I’effet 1étal du peroxyde d’hydrogene. Le pouvoir antioxydant de 1’extrait de
PFJ sur I’effet oxydant du peroxyde d’hydrogéne est important.

La levure, étant une cellule au fonctionnement et au métabolisme comparable a celui
des cellules humaines (tel un véritable modele représentatif des organismes eucaryotes), a
toujours été au cceur de la recherche fondamentale afin de mieux comprendre les phénoméenes
cellulaires et génétiques (humains, animaux et végétaux). En outre, les connaissances déja
acquises sur la levure (qualités intrinseques, résistance a des environnements difficiles,
besoins nutritifs...) semblent offrir des perspectives intéressantes dans les domaines de la
nutrition, de la santé humaine ou animale et de 1’énergie (Neve, 2002).

Partant du constat que des ROS (H,O, et O,e-) peuvent étre impliquées dans la
régulation de certaines fonctions cellulaires, la cellule doit détecter la concentration seuil a
partir de laquelle ces espéces peuvent devenir toxiques. La détection est effectuée par le biais
de protéines senseurs spécifiques d’un ROS. Le dépassement du seuil se traduit le plus
souvent par une réaction directe du ROS sur la protéine senseur. Dans la suite du processus,
ces protéines convertissent alors ce signal en une réponse transcriptionnelle (Traore, 2008).

Selon Gilbert, 1990 I’H,0O, ayant une réactivité limitée présente une caractéristique
essentielle qui est celle de reagir avec les résidus cysteine ou méthionine des protéines.

L’oxydation d’une cystéine par H,O, entraine la formation d’un acide sulfénique
(Cys-SOH). Celui-ci peut réagir avec une autre cystéine pour former un pont disulfure, ou
s’oxyder en acide sulfonique (Cys-SO2H) ou sulfinique (Cys-SO3H). Le peroxyde
d’hydrogene est aussi responsable de certains dommages : pontages ADN/protéines ou lésions
de I’ADN provoques par les radicaux formés par la réaction de Fenton (Imlay et al., 1988;
Imlay et Linn, 1988).

Les ROS étant capables de réagir a différents niveaux dans les cellules, les
conséquences liées a leur accumulation peuvent étre trés graves (Berlett et Stadtman, 1997;
Dean et al., 1997). Les dommages sur les lipides, principalement ciblés sur les acides gras de
la bicouche membranaire, entrainent une cassure des parois cellulaires. L’oxydation d’un ou
plusieurs acides aminés des protéines peut conduire d’une part a une inactivation de celles-Ci
et d’autre part a des pontages protéine-protéine ou ADN/protéine. Cette oxydation augmente
alors la sensibilité a la protéolyse (Berlett et Stadtman, 1997; Dean et al, 1997). Les

dommages oxydatifs sur les acides nucléiques entrainent des mutations et des dégradations



des bases pouvant provoquer le clivage d’un brin d’ADN. Les pontages ADN/protéine
générés par oxydation de I’ADN ou de la protéine peuvent provoquer un déréglement de la
machinerie réplicative (Beckman et Ames, 1997; Burrows et Muller, 1998). Toutes les
réactions engendrées par ces dommages oxydatifs peuvent étre la cause de mutations, de
cancers et au final provoquer la mort cellulaire.

La protéine OxyR est un senseur du peroxyde d’hydrogéne chez la bactérie E. coli.
OxyR remplit parfaitement son role de senseur puisqu’elle peut détecter des concentrations
tres faibles d’H,0, (excédant a peine la concentration physiologique : 20 nM) (Aslund et al.,
1999). De par cette sensibilit¢, OxyR est le principal senseur de la concentration
intracellulaire en H,0, (Belousov et al., 2006). Plus d’une vingtaine de génes régulés par
OxyR sont dénombrés (Tao, 1997; Zheng et al., 2001a; Zheng et al., 2001b). Parmi ceux-ci se
trouvent des genes codant des protéines de détoxication comme une catalase (katG) et deux
alkylhydroperoxyde reductase (ahpC et ahpF). Les génes grxA et gorA sont également
retrouvés et codent respectivement une glutaredoxine et une glutathion réductase. Le
mécanisme reactionnel de détection de H,O, par OxyR repose sur 1’oxydation d’un seul
résidu, la cystéine 199, en acide sulfénique. Ce dernier réagit ensuite avec la cystéine 208
pour former un pont disulfure (Choi et al., 2001; Zheng et al., 1998). Les études structurales
(Choi et al., 2001) ont permis de mettre en évidence le changement de conformation d’OxyR
lors de son oxydation par H,O, Cette modification entraine une réorganisation globale de la
structure.

La réaction entre H,O, et la protéine induit un changement conformationnel de la
protéine qui se répercute sur la conformation de ’ADN. La polymérase peut alors accéder a
I’ADN pour initier la transcription. La détection et la réponse au peroxyde d’hydrogéne chez
la levure Saccharomyces cerevisiae font intervenir deux protéines : la protéine Orpl et le
facteur de transcription Yapl. Les fonctions de détection et de régulation sont ainsi
découplées chez S. cerevisiae, faisant du relais Orpl-Yapl I’équivalent d’OxyR d’E. coli
(Toledano et al., 2004). L’étude du régulon Yap1 par électrophorése bidimensionnelle (Lee et
al., 1999) ou par la technique des puces a ADN (Gasch et al., 2000) a permis d’identifier au
moins soixante-dix protéines dont 1’expression est contrélée par Yapl en réponse a H,0s.
Parmi celles-ci, il existe une majorité de protéines anti-oxydantes (Carmel-Harel et al., 2001;
Collinson et Dawes, 1995; Grant et al., 1996; Kuge et Jones, 1994; Morgan et al., 1997) telles
que GSH1 (une y-glutamylcystéine synthétase), GLR1 (une glutathion réductase), GPX2 (une
glutathion peroxydase), TRX2 (une thioredoxine), TRR1 (une thioredoxine réductase), TSA1
et AHP1 (deux thioredoxine peroxydases).



Le mécanisme réactionnel peut étre scindé en deux parties : une étape de détection du
peroxyde et une étape de régulation permettant la mise en place des systéemes de défense.

Le systeme est initialement activé par la formation d’un acide sulfénique sur la
cystéine 36 d’Orpl sous I’effet de H,O,. Cette réaction conduit a la formation consécutive de
deux ponts disulfures (inter- et intra-moléculaires) faisant intervenir les domaines N- et C-
CRD terminaux (Cystein Rich Domain) (Delaunay et al., 2002) de Yapl selon la séquence
suivante: 1’acide sulfénique Orp1-Cys38-SOH réagit avec la cystéine 598 de Yapl formant le
pont disulfure inter-moléculaire.

Le second pont disulfure est formé par condensation des cystéines 598 et 303 de Yapl,
suivi de la libération d’Orpl qui se retrouve réduite. Trés récemment, la formation d’un
deuxiéme pont disulfure intramoléculaire a été mise en évidence entre les cystéines 310 et 629
dans Yapl (Wood et al., 2003a). Ce pont disulfure serait formé en suivant la méme séquence
que la formation du premier (celui impliquant les cystéines 303 et 598). Méme si I’existence
du dernier pont disulfure n’a pas été clairement établie in vivo, les auteurs suggerent qu’il
pourrait stabiliser la protéine Yapl en la maintenant sous sa forme oxydée.

Ces différentes modifications subséquentes a la présence de peroxyde d’hydrogene
démontrent jusqu’a un certain seuil les moyens déployés par la levure S. cerevisiae pour lutter
contre I’effet oxydant. Cette lutte est évidemment facilitée dans notre cas par la neutralisation
de H,O, par I’extrait brut de la pulpe de Z. jujuba. En Chine, les fruits du jujubier sont
principalement utilisés en médecine traditionnelle pour le traitement de certaines maladies
telles que les tumeurs et les maladies cardio-vasculaires associées a la production d'espéces
radicalaires résultant du stress oxydatif. Ces fruits sont couramment consommés sous forme
fraiche ou séchée (Zhang et al, 2010). Récemment, la forte activité antioxydante des extraits
de différentes parties du fruit du jujubier tels que le zeste, la pulpe et les graines a été
rapportée. Cette activité anti-oxydante a été attribuée au niveau élevé des composés
phénoliques. En effet le fruit du jujubier est connu pour contenir une quantité considérable de
composés phénoliques, y compris l'acide chlorogénique, acide gallique, l'acide caféique et

I'acide protocatéchique (Zhang et al., 2010).



Troisiéme partie :
Potentiel anti-inflammatoire de [ extrait de pulpe du fruit du
Jujubier
Etude sur modéle Rat Wistar



V1.8. Etude de la réaction inflammatoire
V1.8.1 Effet de ’EEZ sur la réaction inflammatoire de la patte de rat

Les épaisseurs de 1'cedéme (état inflammatoire) induits par la carragénine augmentent
avec le temps. Les résultats sont regroupés dans le tableau 18.

Au départ les épaisseurs des cedémes relevés chez les rats avant injection de
carragénine ne présentent pratiquement pas de différences et varient de 3,75+0,036 a 3,83+
0,104 mm. Apres trois heures les mesures de I’cedéme au niveau de I’aponévrose plantaire de
la patte postérieure gauche du rat chez le groupe recevant NaCl 0,9% montrent une nette
augmentation qui s’accentue apres six (06) heures. Ces valeurs passent de 3,75+0,036 a
4,860,034 mm ensuite a 5,42+0,077 mm respectivement 03 h et 06h apres injection de
carragenine (P<0,001) (figure24 ). Le calcul du pourcentage d’augmentation (%Aug) par
rapport a 1’état initial donne une valeur de 29,6% apres 03 h et 44,5% apres 06 h.

Tableaul8 : Effet de I'extrait éthanolique de Z. jujuba sur I’épaisseur de I'cedéme (mm) de la patte de rat

Wistar
Traitements Epaisseurs des cedémes
Injections (mm) chez les rats apreés %Aug %lInh
Intra Doses injection de carragénine
péritonéales | (mg/kg) 1%
(1P) Oh
(état 3h 6h 3h 6h 3h 6h
initial)
EoN&Cl E3NaC| EGNaC|
NaCl 0,9% 2,5 3,75 4,86 5,42 29,6 44,5 / /
+0,036 | +0,034 | £0,077
Extrait EoEEZ | EsEEZ | EcEEZ
éthanolique 500 3,83 4,30 4,28
de Z. jujuba +0,104 | %0,45 | £0,062 / / 11,52 21
EoDICl E3D|C| E6D|C|
Diclofenac 300 3,77 4,05 3,82
(AINS) +0,045 | +0,064 | +0,056 / / 16,66 | 29,52

-La carragénine est injectée 15 min aprés les traitements intra péritonéaux par les différents produits
-Les valeurs sont des moyennes + E.S.M (erreur standard sur la moyenne) avec n = 6; * P<0,1; ** P<0,01; ***P
< 0,001 par rapport aux Témoins.

L’injection de carragénine est a [D'origine d’une réaction inflammatoire

vasculoexudative. Il s’agit d’une vasodilatation artériolaire puis capillaire dans la zone

atteinte. Localement, il en résulte une augmentation de I’apport sanguin et un ralentissement



du courant circulatoire. La congestion est déclenchée rapidement par un mécanisme nerveux
(nerfs vasomoteurs) et I’action de médiateurs chimiques. L’cedéme inflammatoire résulte du
passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses d’un liquide appelé exsudat
constitué d’eau et de protéines plasmatiques. Sa traduction clinique est un gonflement des
tissus. L’cedéme inflammatoire 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 ’effet de médiateurs chimiques (Weill et Batteux, 2003 ; Prin et al, 2009).
Dans le cas ou I’extrait éthanolique de Z. jujuba (EEZ) est utilisé a raison de 500
mg/kg, on constate que I’épaisseur de 1I’cedéme passe de 3,83+0,104 mm a 4,30+0,45 mm, 3
heures apres injection de carragénine. Ces résultats montrent une faible diminution de
I’cedéme par rapport au lot injecté¢ de NaCl 0,9% (P<0,001). Cette diminution de I’cedéme est
évaluée a 11,52% apres 03 heures. Apres 06 heures, le lot de rats traités par ’EEZ présente
une moyenne des épaisseurs 4,28+0,062 mm correspondant a un pourcentage de diminution
de 21%. Cette diminution comparée a celle du lot de rats injectés de NaCl 0,9% est

hautement significative (P<0,001) (figure 24).
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Figure24 : Effet de I’extrait éthanolique de Z. jujuba sur I’épaisseur de I'cedeme de la patte de rat Wistar
induit par injection de carragénine (mm).
-Les valeurs sont des moyennes + E.S.M (erreur standard sur la moyenne) avec n = 6; *P < 0,001 par rapport
aux Témoins. Les témoins sont représentés par EqNaCl, EsNaCl et EgNaCl.

Si ’on considére le Diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé en
intrapéritonéale chez les rats injectés de carragénine, I’épaisseur de la région centrale de

I’aponévrose plantaire gauche passe de 3,77+0,045 mm a 4,05+0,064 mm aprés 03h. Cette



derniere valeur est diminuée comparativement a celle du lot de rats injectés en intra
péritonéale par du NaCl 0,9% avec un pourcentage d’inhibition de 16,66% (P<0,001). En
outre ces valeurs évoluent aprés 06 heures d’injection de carragénine pour atteindre
03,82+0,056 mm. Cette derniére valeur est aussi significativement diminuée par rapport a
celle des rats injectés de NaCl 0,9% (5,424+0,077 mm) avec un pourcentage d’inhibition de
29,52% (P<0,001).

En définitive les résultats de notre expérimentation montrent que I’EEZ présente un
effet anti-inflammatoire chez les rats injectés par la carragénine a 1% comparativement au lot
n’ayant regu qu’une injection sans effet de NaCl 0,9%. Aussi I’utilisation du Diclofenac
montre un effet anti-inflammatoire plus prononcé que celui de I’EEZ aprés 03h et 06 h avec
des valeurs respectivement de 4,30+0,45 vs 4,050,064 mm et 4,28+0,062 vs 3,82+0,056 mm
(P<0,001).

Le criblage de I’activité anti-inflammatoire est réalisé par le test de la carragénine. Cet
agent phlogogéne induit au niveau de la patte un cedéme considéré comme un signe
caractéristique de I’inflammation et parametre important dans 1’évaluation de ’activité anti-
inflammatoire de plusieurs composés. Cette technique a été sélectionnée en raison de sa
simplicité d’exécution et en raison de sa reproductibilité. La carragénine provoque
I'inflammation locale lorsqu'elle est injectée dans I'aponévrose de la plante du pied (Bhatt et
al., 1977; Ossipov et al., 1995). La cause de cette réaction inflammatoire est la lésion
tissulaire. Cette lésion tissulaire induit la synthese de I'histamine, des prostaglandines, des
leucotriénes (Ammon et al., 1993), du PAF (facteur d'activation plaquettaire), des cytokines,

du NO (monoxyde d'azote) et du TNF (facteur de nécrose tumorale) (Clarke et al., 1996).

L’évolution de ’cedéme suite a une injection de la carragénine évolue de maniére
temps-dépendant et se divise en deux phases : la premiére phase se situe de 0 a 3h ; la
deuxiéme phase de 3 a 6h. Des études antérieures ont indiqué que trois heures apres
administration de la carragénine son effet est maximal (Kirkova et al., 1992). En effet, la
carragénine induit une augmentation de la synthése de cyclooxygénase de type 2 (COX-2).
L’augmentation de la concentration de cette enzyme passe par un optimum a lh selon ces
mémes auteurs. Cette augmentation est accompagnée par une augmentation de la synthése en
prostaglandines essentiellement, la prostaglandine type E2 (PGE2) impliquée dans les
processus de la douleur et de I’inflammation (Nantel et al., 1999 ; Posadas et al., 2004). Ceci
explique I’effet des AINS comme le Diclofenac qui n’a d’effet qu’a 1h. Ceci est en relation

avec leur mode d’action qui passe par I’inhibition de la Prostaglandine par stimulation de la



COX-1 et COX-2 (Vergne et al., 2000 ; Editorial, 2005). Cela explique aussi pourquoi 1’effet
du Diclofenac devance celui de notre extrait EEZ apres 3h et 6h d’injection de carragénine,

agent inflammatoire.

V1.8.2 Effet de PEEZ sur la C-réactive protéine (CRP)
Le dosage de la C-réactive protéine est effectué par une technique automatisée

immunoturbidimétrique qui a donné les résultats traités par la figure 25.
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Figure25 : C-Réactive Protéine chez les rats Wistar traités par différents produits et injectés de carragénine
inflammatoire a 1%.
- EO=lot de rats traités par du NaCl 09% au début de I'expérimentation avant injection de carragénine a
1%
- E6NaCl= lot de rats traités avec NaCl 09%, 06 heures aprés injection de carragénine a 1%
- EGEEZ= lot de rats traités avec EEZ, 06 heures aprés injection de carragénine a 1%
- E6Diclofénac= lot de rats traités avec le Diclofénac 06 heures apres injection de carragénine a 1%
(n=6, *P<0,01 différence significative ; **P<0,001 différence hautement significative. Les valeurs sont
comparées a celles du témoin EQ).

Six (06) heures aprées injection de carragénine a 1% la CRP, subit une augmentation
chez les rats traités par du NaCl a 0,9% comparativement a 1’état initial avec respectivement
des valeurs de 497ug/ml vs 743,5ug/ml (p< 0,001). La protéine C-réactive (CRP) est une
pentraxine rencontrée chez la plupart des vertébrés (souris, rats, humains) et chez les
invertébrés comme la limule (Limulus polyphemus) (Etlinger et Coe 1986 ;Nakanishi et al.
,1991 ;Shrive et al.,1999).



La C-réactive protéine humaine (CRPp) est une protéine de la phase aigué
inflammatoire dont les concentrations plasmatiques peuvent augmenter jusqu'a 1000 fois suite
aux dommages de tissu ou d'infection (Padilla et al. 2003). La CRPy se lie également a la
phosphorylcholine que I'on trouve dans les phospholipides membranaires. Parmi les fonctions
effectrices exercées par la CRPy, lors de la liaison a des ligands, c’est l'activation in vivo et in
vitro du complément (Nakanishi et al.,1991 ;Siegel et al.,1974 ;wolbink et al., 1996).

Chez les rats, la CRP (CRP,) n’est pas une protéine typique de la phase inflammatoire
aigué en comparaison avec I’haptoglobine sérique et le fibrinogéne plasmatique (Giffen et al.,
2003). Cependant, contrairement aux humains, les rats ont des concentrations plasmatiques de
CRP beaucoup plus élevées, soit environ 300-500 mg/l, ce qui est 100 fois plus élevé que la
concentration chez les humains. Contrairement a la CRPy, la CRP; est incapable d’activer le
complément malgré une homologie en acide aminés de 70%. Il est aussi important de signaler
que la CRP; n’active pas le complément en utilisant le polysaccharide de Streptococcus

pneumoniae et peut par conséquent I’activer lors de sa liaison avec d’autres ligands.

Dans notre cas la CRP, augmente et corrobore les résultats de nombreux travaux
I’ayant utilisé pour suivre 1’évolution de la réaction inflammatoire aigue. En effet pour les
différents lots, E6NaCl, EGEEZ et E6Diclofenac le taux de CRP, est augmenté sensiblement
par rapport a 1’état initial (EQ) avec respectivement des valeurs de 743,5 ; 634,5 ; 574,5ug/ml
vs 497ug/ml (p<0001)(figure25). Selon Giffen, 2003 les taux de CRP, culminent, 25 a 40 h
apres l'administration d’adjuvant complet de Freund par voie intra péritonéale, a environ
120% de ceux du contrble (100%). Selon Dimitrov et al., 2014 les rats obéses présentent une
élévation de la CRPr qui atteint 947,51ug/ml par rapport a celle des témoins (649,34 pg/ml)
aprés quatorze semaines d’expérimentation. Dans notre cas la quantification
immunoturbidimétrique de la CRP a permis sa culmination a 743,5%pg/ml pour les rats sans

traitement anti-inflammatoire correspondant a 150% comparativement au témoin a 100%.

Chez le lot de rat ayant recu 1’extrait éthanolique de Z. jujuba, 15 minutes avant le
traitement par la carragénine et aprés six heures, on assiste a une diminution du taux de CRP,
chez les rats traités avec du NaCl 0,9% (E6NaCl) comparativement a ceux traités avec I’EEZ
(E6EEZ), avec des valeurs respectivement de 743,5 pg/ml vs 634,5 pg/ml (P<0,01). Quand au
lot de rats traités par le diclofénac, il présente une valeur sensiblement plus diminuée que
celle du lot traité a ’EEZ comparativement au lot traité au NaCl 0,9%. En effet le taux de

CRP; de E6Diclofenac est inférieur a celui de E6NaCl avec des valeurs respectivement de



574,5ng/ml vs 743,5ug/ml (p<0,001). Aussi il est important de comparer 1’effet de ’'EEZ a
celui du diclofenac par rapport a celui de NaCl supposé comme nul. Le lot EGEEZ présente
cependant un taux de CRPr de 634,5 pug/ml supérieur a celui du lot E6Diclofenac qui est de
574,5 pg/ml (P<001). Ces résultats témoignent de ’effet anti-inflammatoire important de
I’extrait ethanolique de Z. jujuba (E6EEZ) comparativement au lot non traité (E6NaCl) mais
demeure légerement inférieur a 1’effet anti phlogogéne du diclofenac.

Ces résultats montrent aussi que le fruit du jujubier présente une activité anti-
inflammatoire appréciable comparativement a un médicament. Cela reflete la teneur
importante en composés phénoliques totaux, en flavonoides et en anthocyanes déterminés
dans ce fruit. Notre étude contribue a la compréhension de la relation positive entre la teneur
en composés phénoliques totaux et en flavonoides dans 1’extrait ethanolique du fruit du
jujubier et son activité anti-inflammatoire. Dans l'ensemble, Les différentes parties de la
plante de I’espéce Ziziphus de la famille des Rhamnaceae sont couramment utilisées en
médecine traditionnelle dans différentes régions du monde, principalement dans les régions
subtropicales et tropicales du continent asiatique et américain mais aussi en région
méditerranéénne pour soigner diverses maladies telles que les troubles digestifs, 1’asthénie, les
problémes hépatiques, I'obésité, les troubles urinaires, le diabéte, les infections de la peau,
I’anorexie, la fiévre, la pharyngite, la bronchite, 1'anémie, la diarrhée, 1'insomnie, et le cancer
(Plastina et al., 2012 ; Saif et al., 2010).

V1.8.3. Effet de P’EEZ sur la Formule numéraire sanguine du rat (FNS,)

La FNS; est un examen courant et essentiel en clinique générale et celle des animaux.
Elle est constituée, d’une part, du dénombrement des hématies et, d’autre part, de celui des
leucocytes. Nous nous intéresserons, dans cette partie de 1’étude uniquement a cette seconde
catégorie de cellules. L’étude nous permettra de connaitre les variations numéraires des
leucocytes de rats, physiologiques puis pathologiques en I’occurrence lors de I’inflammation
aigue produite par I’introduction de carragénine. A cet effet nous avons utilisé la technique
automatisée dont les avantages résident dans 1’assurance d’une meilleure reproductibilité, une
plus grande précision des résultats et une bonne rapidité d’exécution. Le principe de détection
optique par diffraction est fondé sur 1’analyse et la quantification de différents paramétres
obtenus a partir des signaux lumineux émis par une cellule traversée par un faisceau laser.
L’étude de la diffraction optique des signaux en provenance de chaque cellule permet de
connaitre sa taille et sa « granulosité » (présence de granulations cytoplasmiques). Les
automates d’hématologie qui utilisent ce principe d’analyse affichent la numération et la

formule leucocytaire. Les résultats de notre étude sont rassemblés dans la figure26.
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Figure26 : Détermination des leucocytes de rats au cours de la réaction inflammatoire
Pour les lots (voir figure)
(n=6, *P<0,01 différence significative ; **P<0,001 différence hautement significative. Les valeurs sont
comparées a celle du témoin EO).

Le dénombrement leucocytaire chez les rats normaux (E0) agés de 6 a 7 semaines et
pesant 150 & 200g donne une valeur de 3,13.10%litre de sang (3130/mm?). Ces valeurs sont
inférieures a celles rapportées par CRL, 1998 et qui sont pour les femelles de mémes
mensurations pondérales de 4190 & 9730/mm?®. De nombreux auteurs (Smith et al. 1986 ;
Suber et odell, 1985; Eccleston, 1977) rapportent des variations dans le nombre de
leucocytes. Il peut en effet varier du double au triple selon le lieu de ponction (Descat, 2001).
Selon Smith et al, 1986 le sang prélevé a partir de 1’aorte abdominale et dans un tube type
Vacutainer et a partir du ventricule droit chez le rat montre un niveau bas d’érythrocytes, de
leucocytes et de plaquettes comparé a celui prélevé a partir d’autres sites. Aussi les femelles
présentent un nombre de leucocytes inférieur a celui des males. La littérature ne manque pas
de références sur les parameétres hématologiques du rat. Cependant, il peut y avoir de grandes
variations d'une étude a l'autre et il semblait a priori difficile d'établir un hémogramme de
référence pour le rat. En effet il existe un trés grand nombre de facteurs de variation, parmi
lesquels on peut déja citer le sexe, I'age, le site de ponction, la lignée, le statut médical, et bien
slr la méthode d'étude de ces parametres sanguins, manuelle ou automatisée. Tous ces
facteurs ne peuvent pas étre contr6lés de maniere semblable par tous les laboratoires et pour
toutes les expérimentations. En définitive et selon Ringler et Dabich 1979, il est impossible

d'établir une quelconque valeur universelle pour un paramétre hématologique ou biochimique.



Six heures aprés injection de carragénine chez le lot (E6NaCl) traité par du NaCl 09%
on assiste & une augmentation du nombre de leucocytes qui atteint 5830/mm?® comparé au
témoin (3130/mm°) (P<0,001).

L’inflammation aigué représente la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte
durée (quelques jours ou semaines), d’installation souvent brutale et caractérisée par des
phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses. La réaction vasculo-exsudative se traduit
cliniquement par quatre signes cardinaux classiques de 1’inflammation aigué : rougeur,
chaleur, tuméfaction, douleur ; elle comporte trois phénomenes : une congestion active, un
cedéme inflammatoire, une diapédeése leucocytaire. L’cedéme inflammatoire résulte du
passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les cavités séreuses d’un liquide appelé exsudat
constitu¢ d’eau et de protéines plasmatiques. Sa traduction clinique est un gonflement des
tissus qui, en comprimant des terminaisons nerveuses, est responsable de la douleur
(également provoquée par certains médiateurs chimiques) (Russo-Marie et al., , 1998).

L’cedéme inflammatoire 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. Ces différents phénomenes témoignent de la
forte multiplication leucocytaire.

Pour les lots traités a I’EEZ (E6EEZ) et au diclofénac (E6Diclofenac) on constate
qu’apres six heures le nombre de leucocytes diminue par rapport au témoin (E6NaCl)
(P<0,001). Les rats traités par le Diclofénac, anti-inflammatoire non stéroidien
(E6Diclofénac) presentent une diminution du nombre de leucocytes par rapport au témoin
(E6NaCL) mais de maniere plus prononcée que pour I’EEZ (P<0,001). Cela montre que notre
extrait présente un effet anti-inflammatoire entrainant une variation de la formule leucocytaire
mais de maniére moins intense que le Diclofénac.

les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), bloquent la synthése des
prostaglandines. L'enzyme cible des AINS est la prostaglandine synthase ou cyclooxygénase
(COX) qui convertit I'acide arachidonique en prostaglandine H2 ( PGH2) ; du métabolisme de
PGH2 dérivent ensuite les diverses prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes. Il existe
au moins deux isoformes de COX, de méme poids moléculaire et avec environ 60 % de
similitude, COX-1 et COX-2. Le diclofénac est 20 a 50 fois plus actifs sur COX-1 que sur
COX-2 (Meade et al., 1993 ; Mitchell, 1993). L’action inhibitrice du Diclofénac sur les
cyclooygénases entraine une inhibition de la synthése des prostaglandines et donc de la

réaction inflammatoire aigue innée et de la prolifération des globules blancs.



L’EEZ contient de nombreux composés identifiés par LC-MS/MS (Tableaul5). Les
flavonoides sont des composés polyphénoliques biologiquement actifs et ubiquitaires chez les
fruits et les végétaux. La composition des flavonoides varie selon les variétés de fruits. Dans
la pulpe du fruit du jujubier la présence de flavonoides comme la quercétine, le kaempférol et
la myricétine, conférent a ce produit la capacité d’inhiber I’activité des enzymes impliquées
dans I’apparition de médiateurs inflammatoires. Selon Gonzalez-Gallego et al, 2010 ces
médiateurs sont le monoxyde d’azote (NO) ou les prostanoides, eicosanoides synthétisés par
I'entremise de cyclo-oxygénase (COX) et les leucotrienes qui possedent un réle
chimiotactique pour les leucocytes (macrophages, neutrophiles..) sur les sites de
I'inflammation. Ces flavonols (quercétine et kaempférol) inhibent la production de NO et
I’expression de 1’oxyde nitrique synthase une oxydoréductase responsable de la synthése du
radical libre *N-O chez les lignee RAW264-7 de cellules macrophage-like de souris ( Liang et
al. 1999 ; Shen et al., 2002). La quercétine et le kaempférol inhibent aussi la cyclo-oxygenase
(COX)-2 chez les macrophages de souris (Jung et Sun, 2004 ; Kim et al., 2008). En définitive
ces travaux corroborent nos résultats concernant 1’effet anti-inflammatoire de I’EEZ au regard
de sa composition en polyphénols tels que la quercétine le kaempférol, la myricétine la

naringénine et I’hespérétine (tableaulb).



Conclusion générale

Le travail que nous avons entrepris avait pour objectif de valoriser le Z. jujuba en
déterminant le profil nutritionnel et thérapeutique de la pulpe du fruit de cette espece, tres rare
qui ne se trouve que clairsemée dans des habitations de 1’ouest d’Algérie et qui produit des
fruits qui sont pourtant convoités mais souvent ignorés voire oubliés et méconnus par la
population.

La détermination des métabolites primaires de ce fruit donne un profil nutritionnel que
I’on peut considérer d’appréciable et comparable aux mémes espéces étudiées dans d’autres
pays. Les légéres variations dans les valeurs sont liées a 1’influence probable de
I’environnement abiotique et a la différence des conditions climatiques et a la répartition
géographique.

Avec un taux de cendres élevé de 6.1% notre PFJ semble riche en éléments minéraux.
Si la matiere grasse et les protéines sont faibles respectivement de 0.28% et 2.88%, les sucres
représentent quant a eux 28.20% de la matiere fraiche de PFJ et cette quantité est comparable
au taux rapporté par le répertoire général des aliments pour la pulpe fraiche du fruit du
Jujubier commun et le Jujubier de Chine et qui est de 19%.

Dans notre cas la valeur de 194 mg de vitamine C pour 100g de la PFJ est appréciable
et témoigne d’une richesse de notre produit en ce composé qui peut varier en fonction de la
maturité du fruit.

La détermination des métabolites secondaire de la PFJ montre que le dosage des
composes phénoliques, des flavonoides, des tanins totaux hydrolysables et condensés, des
anthocyanes et des caroténoides, conferent a ce produit une grande aptitude a piéger les
radicaux libres et réduire les risques de maladies cardiovasculaires et de cancer comme tous
les polyphénols aux propriétés antioxydantes averées.

Les différents composés phénoliques contenu dans notre extrait ethanolique ont
montré une activité antioxydante assez appréciable comparée a celle de la vitamine C.

Cette activité antioxydante est corroborée par 1’analyse de notre PFJ par LC-MS/MS
qui donne un profil avec de nombreux composes phénoliques notamment la quercétine la
naringine, la génistéine, I’hespérétine et le kaempférol. Ces derniers ne sont pas en totale
conformité avec ceux découverts par d’autres chercheurs mais sont pour la plupart doués de
cette activité antioxydante. Par ailleurs, il est probable que malgré les similitudes
géographiques et de pratiques culturales du jujubier, les différences de synthése de composés

phenoliques sont dues a la variabilité génétique.



L’utilisation de S. cerevisiae comme mode¢le d’étude du potentiel antioxydant de la
PFJ a permis suite a un stress par du peroxyde d’hydrogéne de déterminer la DL50 de cette
levure. Notre extrait éthanolique de Zizyphus jujuba a un effet palliatif face a 1’effet 1étal vis-
a-vis de S. cerevisiae du peroxyde d’hydrogéne. Le pouvoir antioxydant de 1’extrait de PFJ
sur I’effet oxydant du peroxyde d’hydrogeéne est important. Les différentes modifications
subséquentes a la présence de peroxyde d’hydrogéne démontrent jusqu’a un certain seuil les
moyens déployeés par la levure S. cerevisiae pour lutter contre I’effet oxydant. Cette lutte est
évidemment facilitée dans notre cas par la neutralisation de H,O; par I’extrait brut de la pulpe
de Z. jujuba.

Le potentiel anti-inflammatoire de I’EEZ est testé in vivo chez des rats Wistar. Les
épaisseurs des cedémes induits par la carragénine au niveau de la région subplantaire de la
patte du rat augmentent avec le temps. L’EEZ présente un effet anti-inflammatoire chez les
rats injectés par la carragénine a 1% comparativement au lot n’ayant recu qu’une injection
sans effet de NaCl 0,9%. Aussi I’utilisation du Diclofenac montre un effet anti-inflammatoire
plus prononcé que celui de I’EEZ aprés 03h et 06 h. L’extrait de Z. jujuba doté de son activité
telle que mise en évidence dans notre expérimentation in vivo chez le rat Wistar, pourrait étre
un substituant des produits anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

Contrairement aux humains, les rats ont des concentrations plasmatiques de CRP
beaucoup plus élevées, soit environ 300-500 mg/l, ce qui est 100 fois plus élevé que la
concentration chez les humains. Dans notre cas la CRP, augmente et corrobore les résultats de
nombreux travaux l’ayant utilisé pour suivre 1’évolution de la réaction inflammatoire aigue.
Ces résultats montrent aussi que le fruit du jujubier présente une activité anti-inflammatoire
appréciable comparativement a un médicament, le Diclofenac. Cela reflete la teneur
importante en composes phénoliques totaux, en flavonoides et en anthocyanes déterminés
dans ce fruit. Cela contribue aussi a la compréhension de la relation positive entre la teneur en
composés phénoliques totaux et en flavonoides dans 1’extrait ethanolique du fruit du jujubier
et son activité anti-inflammatoire.

Cette étude nous a aussi permis de connaitre les variations numeéraires des leucocytes
de rats, physiologiques puis pathologiques en I’occurrence lors de I’'inflammation aigue
produite par I’introduction de carragénine. La consommation de polyphénols ou d’aliments
riches en polyphénols semble avoir des effets potentiellement bénéfiques comme par
exemple, une baisse des marqueurs de I’inflammation tels que la CRP et les leucocytes ou une

diminution du volume de I’cedéme induit par un antigéne la carragénine. Toutefois, les



meécanismes impliqués ne sont la plupart du temps que partiellement connus et les
études donnent des résultats contradictoires.

En perspective il est important de faire 1’état des lieux de cette plante (Z. jujuba) et ses
fruits en vue de promouvoir sa vulgarisation en mettant en avant les allégations nutritionnelles
et thérapeutiques permettant la conception de produits nouveaux, d’aliments fonctionnels. Le
fruit du jujubier se consomme en frais, en conserves, confits, en confiture, en liqueur, ou a
I’¢état de pate. Dans les régions du Sahel, ce fruit constitue I’intérét principal du jujubier,
largement consommé par les populations et faisant 1’objet d’un commerce actif impliquant
surtout les femmes. Ce produit des terroirs villageois sahéliens présente un profil nutritionnel
appréciable. Le fruit de la variété locale ayant une pulpe parfois peu sucrée peut étre
transformé en farine pour diverses utilisations alimentaires : pate, gateau, boissons, bouillie.

L’apparition saisonnicre des fruits de ’espece jujuba écotype Zfisef que nous avons
étudiée n’attire malheureusement pas l’attention d’une grande frange de la population qui
ignore ce produit aux vertus thérapeutiques et nutritionnelles pourtant trés importantes dans
les zones soudaniennes et sahéliennes du Burkina Faso, du Cameroun, de la Gambie, de la
Guinée, du Mali, du Niger et du Sénégal. L’espece est largement répartie en Afrique et en

Asie du Sud tropicale : 1’Inde, le Pakistan, le Bangladesh, le Sri Lanka...
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