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Cette these explore I'ethnopharmacologie de I'’Agave americana L. dans le Nord-est algérien,
en évaluant son potentiel anti-cancéreux via une étude in vivo. L’étude a été réalisée dans le
but de rechercher de nouvelles drogues d’origine végétale et de fournir a la thérapeutique de
nouvelles substitutions naturelles. Une enquéte ethnobotanique a été réalisée auprés de 100
participants, révélant que 58 % connaissent la plante, principalement utilisée en cosmétique

(44,82 %) et comme cataplasme pour diverses maladies, notamment le rhumatisme (18,96 %).

Des analyses chimiques ont identifié des principes actifs tels que les flavonoides, les tanins
galliques et les alcaloides. Les dosages quantitatifs ont montré une teneur significative en
polyphénols (530,8 mg EAG/100g) et en flavonoides (0,95085 mg EC/100g MS). L'analyse

HPLC a mis en évidence I'acide gallique comme le composé majoritaire (42,77 %).

Les tests d'activité antioxydante ont démontré que I'extrait brut avait une capacité antioxydante
supérieure a celle des flavonoides, avec des résultats prometteurs dans les tests ABTS, DPPH
et FRAP. L'activité antibactérienne a été testée sur cing souches, montrant une sensibilité
générale, particulierement chez les bactéries a Gram positif.

Enfin, les résultats in vivo suggerent que les flavonoides d'Agave americana L. ont un effet
protecteur contre I'évolution cancérigene induite par le DMH, principalement en préventif. Une
augmentation du GSH et une restauration des activités enzymatiques antioxydantes chez les

rats traités confirment I'effet bénéfique des flavonoides contre le stress oxydatif.

Mots clés: Ethnopharmacologie, Flavonoides, Agave americana L., Anti-cancéreux,
Antioxydant, Enquéte ethnobotanique, HPLC, Activité antibactérienne, DMH



This thesis explores the ethnopharmacology of Agave americana L. in northeastern Algeria,
evaluating its anti-cancer potential through an in vivo study. The study was conducted with the
aim of discovering new plant-based drugs and providing new natural alternatives for therapy.
An ethnobotanical survey was carried out with 100 participants, revealing that 58% are familiar
with the plant, which is primarily used in cosmetics (44.82%) and as a poultice for various

ailments, notably rheumatism (18.96%).

Chemical analyses identified active compounds such as flavonoids, gallic tannins, and
alkaloids. Quantitative assays showed significant levels of polyphenols (530.8 mg EAG/100g)
and flavonoids (0.95085 mg EC/100g MS). HPLC analysis highlighted gallic acid as the major
compound (42.77%).

Antioxidant activity tests demonstrated that the crude extract had a higher antioxidant capacity
than the flavonoids, with promising results in ABTS, DPPH, and FRAP tests. Antibacterial
activity was tested on five strains, showing general sensitivity, particularly in Gram-positive

bacteria.

Finally, in vivo results suggest that flavonoids from Agave americana L. have a protective effect
against cancer progression induced by DMH, primarily in a preventive manner. An increase in
GSH and a restoration of antioxidant enzyme activities in treated rats confirm the beneficial
effect of flavonoids against oxidative stress.

Keywords:

Ethnopharmacology, Flavonoids, Agave americana L., Anti-cancer, Antioxidant,
Ethnobotanical survey, HPLC, Antibacterial activity, DMH.
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1. INTRODUCTION GENERALE :
epuis sa creation, I'Homme a toujours eu pour principale préoccupation de répondre a
ses besoins en nourriture (VOLAK & STODOLA, 1983). Les plantes ont toujours joué
un role crucial dans la vie car elles constituent une source immense de nourriture, de
fibres et d'autres besoins essentiels (RASOOL et al., 2020). Rapidement, confronté a la maladie,
il a d chercher par ses propres moyens et a trouve une solution a ses souffrances dans les plantes.
Selon VOLAK et STODOLA (1983). De plus, certaines plantes connues sous le nom de Plantes
Médicinales ont été employées par I'hnumanité pour soigner diverses infections et soulager les
douleurs (RASOOL et al., 2020).

Les traditions humaines ont toujours été conscientes des vertus apaisantes et analgésiques des
plantes, ce qui a conduit a I'essor de la connaissance et de l'utilisation des Plantes Médicinales
(GURIB-FAKIM, 2006). De plus, ces Plantes Médicinales sont percues comme une ressource
essentielle dans la médecine traditionnelle, mais elles constituent également une source
d'inspiration majeure pour I'élaboration de nouveaux médicaments dans la médecine moderne
(RASOOL et al., 2020). 2. Pendant longtemps, ces remedes traditionnels ont été le principal moyen
de soigner différentes maladies, et sont utilisés comme matiere premiere pour la médecine
moderne (OULD EL HADJ, HADJ-MAHAMMED & ZABEIROU, 2003). La majorité des plantes
renferment des composés susceptibles d'agir, a un niveau ou a un autre, sur I'étre humain et animal
; ils sont utilisés a la fois en médecine traditionnelle et en phytothérapie. En effet, elles offrent des
bénéfices que les médicaments ne présentent souvent pas (VERDRAGER, 1978).

Selon ELQAJ et al. (2007), malgré les efforts des chimistes, plus de 25% des médicaments
prescrits dans les pays développés proviennent directement ou indirectement de végétaux. La
raison principale de ce regain d'intérét pour les Plantes Médicinales et leurs extraits réside dans la
prise de conscience des patients et leur profond désir de revenir aux méthodes naturelles. Puisque
les plantes ont toujours eté efficaces dans la guérison des maladies anciennes, elles continuent de
donner un espoir de guérison dans le domaine des maladies modernes. Selon Bernardet (2000), les
individus ont tendance a éviter les substances chimiques et a se tourner vers des remedes naturels.
On considere que les médicaments a base de plantes sont moins toxiques et plus doux que les
médicaments traditionnels. L'étude ethnobotanique des plantes est de plus en plus intéressante pour
les industries pharmaceutiques (DIBONG et al., 2011). Selon ISERIN et al. (2001), les Plantes
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Médicinales jouent un rdle crucial dans la recherche pharmaceutique et I'élaboration des
médicaments, que ce soit en tant qu'agents thérapeutiques directs ou en tant que matiere premiére
pour la synthése des médicaments ou en tant que modele pour les composés pharmaceutiques
actifs. En outre, les conséquences néfastes des médicaments préoccupent les utilisateurs qui se
tournent vers des traitements moins agressifs pour le corps. Cependant, la résistance et I'adaptation
des microorganismes aux médicaments diminuent I'efficacite des médicaments tels que les
antibiotiques (ISERIN et al., 2001 ; SVETAZ et al., 2010).

L'ethnobotanique et I'ethnopharmacologie travaillent ensemble pour identifier, & travers le monde,
des plantes considérées comme actives et dont il incombe a la recherche contemporaine de
déterminer les caractéristiques et de confirmer les utilisations. Selon Bourobou (2004) et Gurib-
Fakim (2006), les travaux de laboratoire visent a deux objectifs : évaluer la validité de I'utilisation
d'une plante spécifique en démontrant les effets biologiques par des techniques pharmacologiques,
et orienter les travaux chimiques ultérieurs vers une fraction chimique spécifique des plantes.
L'ethnobotanique et I'ethnopharmacologie établissent un lien entre les connaissances ancestrales
des traditionnels praticiens et les avancées scientifiques contemporaines. Les domaines de
recherche interdisciplinaire sont principalement situés a l'intersection des sciences de I'Homme,
telles que I'ethnologie, I'histoire, la linguistique, et des sciences de la nature, telles que la botanique,
la pharmacologie, la pharmacognosie et la médecine (GURIB-FAKIM, 2006).

Les données locales collectées aupres des populations témoignent d'une vision culturelle de la
maladie. Le traitement différe en fonction du comportement du patient, de ses paroles et de son
statut social, en prenant en considération son histoire familiale. L'objectif principal de
I'ethnopharmacologie et de I'ethnobotanique est donc de comprendre les pratiques et les
représentations liées a la santé et aux maladies. Selon Neuwinger (1996), ces sciences visent
également a décrire et évaluer les propriétés thérapeutiques des plantes utilisées dans les
pharmacopées traditionnelles.

Il est donc essentiel d'utiliser empiriquement les diverses préparations traditionnelles a base de
plantes pour une sélection efficace des espéces, car la majorité des métabolites secondaires de
plantes utilises en médecine moderne ont éte découverts grace a des recherches ethnobotaniques
(GURIB-FAKIM, 2006).
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Selon DIBONG et al. (2011), I'Afrique posséde une grande variété de Plantes Médicinales, qui
sont des ressources précieuses pour la plupart des populations rurales en Afrique. Plus de 80% de
cette population sen sert pour leur soin de santé (JIOFACK et al., 2010).
Les Plantes Médicinales forment un large ensemble de plantes économiquement significatives.
D'apres I'OMS, environ 6377 espéces de plantes sont employées en Afrique, dont plus de 4000
sont des plantes médicinales, ce qui représente 60 % de la médecine traditionnelle africaine (OMS,
2003).

Environ 4000 taxons sont presents dans la flore algérienne, répartis dans 131 familles et 917
genres. Selon RADFORD, CATULLO & DE MONTMOLLIN (2011), il y a 464 espéces
endémiques nationales (387 espéces, 53 sous-especes et 24 variétés présentes). En raison de sa
position géographique, I'Algérie possede un climat tres varié, avec une abondance de plantes dans
les régions cotiéres, montagneuses et méme sahariennes. Selon MAHMOUDI (1987) et
BELOUAD (1998), ces plantes peuvent étre employées comme des remedes naturels potentiels
pour traiter et prévenir les maladies.

En Algérie, I'industrie pharmaceutique dans son ensemble, ainsi que des médecins et des chimistes,
sont a la recherche d'une meilleure compréhension du patrimoine des espéces spontanées utilisees
dans la médecine traditionnelle. Depuis plusieurs années, des études sont menées sur leurs
utilisations, leurs indications dans différentes pathologies et les principes actifs (OULD EL HADJ
et al., 2003).

Les végétaux produisent de multiples composés connus sous le nom de métabolites primaires qui
sont essentiels a leur survie, ainsi qu'une variété extraordinaire d'autres composes appelés
métabolites subsidiaires. lls ont pour objectif principal de préserver les plantes contre les
microorganismes, les animaux et méme d'autres plantes. COX & BALICK (1994 ; JUNIO et al.,
2011). Ainsi, ces métabolites jouent un role essentiel dans la lutte contre différentes maladies et
herbivores. Ainsi, les plantes générent constamment des métabolites primaires pour leur
métabolisme, ce qui leur permet de survivre dans des conditions favorables. Toutefois, en période
de stress, d'attaque de prédateurs ou pour s'ajuster aux conditions de I'environnement, elles
produisent des métabolites secondaires. Selon TEWARI et TIWARI (2018), DIAS, URBAN et
ROESSNER (2012).
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Les intermédiaires biosynthétiques tels que l'acétyle coenzyme A, l'acide shikimique, I'acide
mévalonique et le 1-déoxyxylulose-5-phosphate sont issus des procédés fondamentaux de la
photosynthése, de la glycolyse et du cycle de Krebs. DIAS et ses collegues (2012) et
KRISHNAPRABU (2020).

Différentes catégories de composés sont regroupées dans les métabolites secondaires, tels que les
terpenes comme le Limonéne (RASOOL et al., 2020), les alcaloides comme la Caféine (TEWARI
& TIWARI, 2018) et les glycosides comme la Salicyline (DIAS et al., 2012) ; ainsi que les
composés phénoliques comme I'Acide parahydroxybenzoique (VAN DER KOOY & SULLIVAN,
2013).

Les composés phénoliques sont classés en sous-familles qui regroupent plusieurs centaines de
molécules distinctes. La couleur des fruits et légumes est plus ou moins caractéristique de ces sous-
familles : rouge, vert, jaune, bleu et blanc. Le tableau numéro 01 résume les diverses catégories de

flavonoides.

TAB. 01 : La grande famille des Polyphénols (DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008).

Famille Principaux composeés Origine
Acide hydroxy-benzoique Acide vanillique Vanille
Acide gallique feuilles de thé
Acides hydro-cinnamiques Acide caféique Café
Acides férulique Riz, blé, asperges
Acides chlorogénique Pelure de pomme de terre,
Resvératol (stilbéne) S?nmme, artichaut, raisin,
Flavonoides Quercétine, kaempférol luéoline, Oignon, brocoli, céleri,
- Flavonols apigénine, naringénine, agrumes, raisin, thé vert,
- Flavones catéchine, épicatéchine, chocolat, soja, fruits
génistéine, diadzéine, cyanidine  rouges, raisin
- Flavones-3-ols
- Isoflavones

- anthocyanidines

Tannins hydrosolubles ou non Polyphénols de haut poids
moléculaire

lignines lignanes bois
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Selon PARIS & HURABIELLE (1981), les flavonoides sont des pigments jaunes au sens strict
(stricto sensu). Le mot flavonoide fait référence a une variété trés étendue de composés naturels
de la famille des polyphénols. Selon MOUFFOK (2011) et MOHAMMEDI (2011), ils sont
considérés comme des pigments presque universels présents dans les végétaux.
Les flavonoides sont présents dans de nombreuses plantes, en particulier chez les plantes
supérieures (BRUNETON, 1993). IIs sont présents, de facon trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre trouves dans différents organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs
et fruits, ainsi que dans le miel (VAN ACKER et al., 1996). On les retrouve principalement dans
les familles des Polygonacées, Rutacées, Astéracées, Apiacées et des Légumineuses
(BRUNETON, 1993).

Les flavonoides sont des substances cristallisées d'une couleur allant du blanc ivoire au jaune vif
(PARIS & HURABIELLE, 1981). Ces composés phénoliques jouent un réle dans la coloration
des organes (BRUNETON, 2006). lIs se trouvent dans tous les organes aériens, en particulier les
organes jeunes (jeunes feuilles, boutons floraux), ou ils se trouvent dans les tissus superficiels
(assise palissadique) et parfois dans les racines (ROUX, 2007). Les flavonoides hétérosides sont
dissous au niveau cellulaire dans le suc vacuolaire des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines.
Dans les feuilles, les écorces et les bourgeons floraux, les flavonoides aglycones sont
principalement présents sous forme de cires (PARIS & HURABIELLE, 1981).

Les flavonoides jouent un role essentiel dans la couleur des plantes, en particulier celle des fleurs,
ce qui attire les insectes et les oiseaux pollinisateurs, ce qui favorise la reproduction des espéces.
Les flavonoides ont également un effet protecteur en dissuadant certains insectes en raison de leur
go(t désagréable. Ils ont aussi la capacité de réguler la croissance et le développement des plantes
en collaborant de maniére complexe avec différentes hormones végétales de développement.
Certains sont des phytoalexines synthétisées par la plante en grande quantité en cas d'infection par
des champignons ou des bactéries (CHEBIL, 2006).

Ces molécules ont un faible poids moléculaire, se présentant sous la forme de 15 atomes de carbone
disposés de la maniére suivante : Les composantes C6-C3-C6 sont formées de deux noyaux
aromatiques A et B, reliés par un pont de 3 carbones, généralement organisé en un hétérocycle
(Fig. 01). En termes structurals, les flavonoides sont classés en différentes catégories de molécules
(MOUFFOK, 2011 ; MOHAMMEDI, 2011). On retrouve ces différentes substances a la fois sous
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forme libre ou sous forme de glycosides (VAN ACKER et al., 1996). Les hétérosides ou
flavonoides sont généralement présents sous forme de génines dérivées de la phénylchromone
(flavones vraies) (PARIS & HURABIELLE, 1981).

Au sens large (lato sensu), les flavonoides englobent tous les composés en C6 - C3 - C6, y compris

les dérivés du phényl-chromane ou des flavannes. Ces composeés incluent :

o Les catéchols (catéchines) ou les dérivés de I'nydroxy-3 flavanne.
o Les pro-anthocyanidols (anciennement connus sous le nom de leuco-anthocyanes) ou les

dérivés de la flavanne di-hydroxy-3,4. Paris et Hurabielle, 1981.

A ce jour, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ces composés partagent une origine
biosynthétique commune et possédent tous un squelette de base constitué de quinze atomes de
carbone, formé de deux unités aromatiques, avec deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine
en C3 (BRUNETON, 1999).
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FIG. 01 : Squelette de base commun aux flavonoides (ANTHONI, 2007).

Un intermédiaire commun a tous les flavonoides est la 2'4,4',6'-tétrahydroxychalcone. Ce
précurseur est le résultat de la condensation de trois molécules d'acétylcoenzyme A, qui
constitueront le cycle A, et d'une molécule de 4-hydroxycinnamatecoenzyme A, qui forme les
cycles B et C. La chalcone synthase catalyse ce mécanisme. Selon CHEBIL (2006), la chalcone
isomérase cyclise cette chalcone pour former la (S)-4', 5, 7-trihydroxyflavanone, ce qui constitue

le squelette de base des flavonoides.

Ces composés phénoliques se caractérisent par le nombre, la position et la nature des substituants
(groupements hydroxyles) présents sur les deux cycles aromatiques ainsi que sur la chaine en C3
intermédiaire ou 1’hétérocycle (CHEBIL, 2006).
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En fonction du degré d’oxydation du noyau pyranique central (Fig. 02), les flavonoides peuvent
étre classés comme suit : flavones, flavonols, flavanones, dihydroflavonols, isoflavones,
isoflavons, flavanes, flavanols et anthocyanines. De plus, le noyau pyranique central peut étre
ouvert pour former une chalcone, puis recyclisé en un noyau furanique, connu sous le nom
d’aurone (BRUNETON, 1999).

¢/
OH
0

Flavanonols

OH
|
a -
Chalcones ® b
ool
OH
Flavanols

FIG. 02 : Les différentes classes de flavonoides (ROUSSERIE, 2019).

Les hétérosides sont solubles dans I'eau, l'alcool et d'autres solvants organiques polaires, mais
insolubles dans les solvants organiques apolaires. Les génines, quant a elles, présentent une faible
solubilite dans I'eau et sont solubles dans I'éther. Les flavonoides se dissolvent dans des solutions
alcalines (comme I'ammoniac ou la potasse), produisant une coloration jaune qui disparait avec
I'ajout d'un acide. lls présentent également un spectre d'absorption dans l'ultraviolet (PARIS &
HURABIELLE, 1981).
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Les flavonoides suscitent un intérét thérapeutique qui remonte a la découverte de la vitamine C
par Szent Gyorgyi (Prix Nobel, 1937), chercheur a I’Université de Szeged (Hongrie). Ce dernier a
observé que les symptdémes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilité ou a I’hyperperméabilité
des vaisseaux, étaient soulagés par des extraits de paprika ou de jus de citron, riches en vitamine
C et en flavonoides. Cette action a été désignée sous le nom de propriété vitaminique P (P pour
"perméabilité") (HEIM, TAGLIAFERRO & BOBILYA, 2002).

Ces derniéres années, une attention particuliere a été portée aux propriétés antioxydantes des
flavonoides, qui sont attribuées a leur capacité a piéger directement les radicaux libres, a chélater
les ions métalliques impliqués dans la production d'especes oxygénées réactives (EOR) via les
réactions de Fenton et Haber-Weiss, a inhiber certaines enzymes, notamment les oxydases, a
activer les enzymes antioxydantes et a réduire les radicaux a-tocophéryl (COTELLE, 2001 ; LIN
& WENG, 2006 ; HEIM et al., 2002).

D'autres études ont démontré que les flavonoides sont de bons inhibiteurs d'enzymes responsables
de la production de radicaux libres, telles que la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la
lipooxygénase (COS et al., 1998 ; LANDOLFI, MOWER & STEINER, 1984). Les flavonoides
(FI-OH) possedent également la capacité thermodynamique de réduire des radicaux libres
oxydants tels que le superoxyde, le peroxyle, I'alkoxyle et I'nydroxyle par transfert d'hydrogene
(COS et al., 1998).

L'activité antimicrobienne des flavonoides a été confirmée par de nombreuses études. Cette activité
est principalement attribuée a la capacité de ces molécules a inhiber I'expression de I'ADN ainsi
que la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes, tels que les
champignons, les bactéries et les virus. Ainsi, les flavonoides jouent un réle important dans la lutte
contre les maladies infectieuses qui ont décimé des populations pendant des décennies (PARIS &
HURABIELLE, 1981).

Les plantes contenant des roténoides, notamment la roténone, ont été utilisées depuis longtemps
pour lutter contre les parasites. La roténone est un principe actif employeé par les vétérinaires dans
certaines formulations acaricides destinées a un usage externe pour les chats, les chiens, les
ruminants et les porcs (PARIS & HURABIELLE, 1981).
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Les flavonoides exercent également un effet bénéfique contre la dégénérescence neuronale. Ils
protégent les neurones du stress oxydatif en inhibant I'activation de la microglie et des astrocytes,
qui sont impliqués dans la neuro-inflammation. Par conséquent, ils contribuent a la lutte contre
diverses maladies dégéneératives, telles que la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer
(AKROUM, 2011).

Au niveau cardiovasculaire, ce sont principalement les anthocyanes, et non les autres flavonoides,
qui exercent un effet protecteur (TAVANI et al., 2006). Plusieurs études épidémiologiques
indiquent que l'apport en flavanones, présents dans les agrumes, réduit I'incidence du cancer de
I'eesophage (ROSSI et al., 2007). En revanche, ce sont surtout les flavones et les flavanols qui

jouent un role actif dans la prévention du cancer du rein (BOSETTI et al., 2007).

Parmi les flavonoides les plus efficaces sur les cellules tumorales figurent la quercétine et la
catéchine, qui se retrouvent en grande quantité dans les aliments. La quercétine contribue a
prévenir la cancérogénése, en particulier pour le cancer de la peau et du c6lon. La catéchine, pour
sa part, agit comme un inhibiteur de certaines réactions d'oxydation qui générent de I'ADN anormal
(AKROUM, 2011).

Le terme "Agave", dérivé du grec « agaué », signifie I'admirable. Carlos Linnaeus est le premier a
décrire le genre Agave en 1753, dans son ouvrage « Espece Agave americana » (VALENZUELA,
2003).

Dans la Gréce antique, Agavé était la mere du roi de Thébes. Ce dernier emprisonna Dionysos, qui
parvint a s'échapper. Pour se venger, Dionysos frappa Agavé de folie. Sous cette influence, Agavé
tua son fils en le déchiquetant. En punition, elle fut transformée en cette plante qui meurt a la
naissance de son unique fils (VALENZUELA, 2003).

L'Agave, également connu sous les noms d'’Agave américaine, d'Aloes américain, de Pita, de
Maguey ou encore de Century plant (HAMMUEL et al., 2011), est une plante monocotylédone
actuellement classée dans la famille des Agavacées (GARCIA & GALVAN, 1995 ; OJEDA
REVAH & LUDLOW, 1995 ; EGUIARTE, 1995).

9|Page



_,@“Z INTRODUCTION GENERALE

Les Agavacées (Agavaceae) constituent une famille de plantes pérennes (CONZATTI, 1947 ;
GENTRY, 1978, 1982) qui peuvent étre subligneuses ou charnues, ainsi que des arbustes
monocaules avec un stipe lignifié portant une rosette de grandes feuilles terminales, souvent
fibreuses et terminées par une épine (Fig. 03), (STARR, 2012 ; CONZATTI, 1947 ; GENTRY,
1978, 1982). Fréquemment, des xérophytes rhizomateuses, Selon STARR (2012), les roses basales
ou stipitées peuvent étre sessiles, rigides, rubanées ou linéaires, souvent succulentes, inermes et
barbelées, et elles restent persistantes. Les fleurs sont situées a la fin de la tige, sous forme de

rhizome, de couleur jaune-vert, ovaires inferes (CONZATTI, 1947 ; GENTRY 1978, 1982).
(b)

— “manitas”
(umbel)

“cacayas” (C)
(flower buds)
N i EW\ ‘ ?3\-\
flowers (d)
B
(@) (cape)
“platanitos”
(capsules) ®
“penca”
(leaf) (f)
“pina” or “cabeza”
(stem and leaf bases)
(9)
FIG.03: Les différentes parties de I’Agave americana var americana L. (DELGADO-LEMUS
etal., 2014).
(a) : Pédoncule floral ; (b) : Ombelle ; (c) : Boutons floraux ; (d) : Fleurs;
(e) : Capsules ; (F) : Feuilles ; (9) : Rosette de grandes feuilles terminales.
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Les espéces d'Agave sont généralement fleuries a environ sept & dix ans et meurent peu apres
(Fig. 04). Selon GENTRY (1982), les inflorescences de ces especes sont parmi les plus grandes
du regne végétal, pouvant atteindre 10 m au-dessus du sol et mesurant 8 cm de long. Elles

produisent, comme les autres espéces d'Agave, de grandes quantités de pollen et de nectar.
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de la rosette ; mat du mat sur les rameaux ;  bulbilles / fruts  pulbilles au sol bulbilles
absence de mat absence de bulbille  sur les rameaux enracinés

FIG. 04: Cycle biologique de I’Agave (HIVERT ,2012)

Toutefois, lI'inflorescence est fréquemment un long racéme ou d'une panicule terminale. Les fleurs
sont triméres, actinomorphes, diplostémones, et peuvent étre hypo- ou épigynes, bisexuées. Les
tépales pétaloides sont soudés en un tube plus ou moins long, et les anthéres présentent une
déhiscence longitudinale. L'ovaire peut étre infére ou supere, triloculaire, avec parfois un style
absent, et comporte trois stigmates. La placentation est axile, avec plusieurs ovules par loge. Le
fruit est une capsule loculicide ou une baie, et les graines possédent un albumen abondant (STARR,
2012).

Le cycle de floraison est hapaxanthique et se déroule en été, avec une pollinisation principalement
par les chauves-souris. La reproduction des Agaves peut se faire soit par rejets (reproduction
asexuée), soit par des graines (reproduction sexuée) (SPICNIGER et al., 2004).

Les Agaves cultivées au Mexique sont généralement tres volumineuses par rapport a la surface
foliaire et leurs feuilles contiennent un tissu parenchymateux chlorophyllien (chlorenchyme épais).
La cuticule cireuse externe est épaisse et présente une faible densité de stomates. Les tissus

charnus, qualifiés de succulents, sont riches en eau. De plus, les racines se trouvent principalement
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dans les premiers centimétres du sol, ce qui leur permet d'absorber rapidement I'humidité. Elles
possedent également des rejetons succulents (NOBEL et al., 2002).

Il existe environ 300 espéces d'Agave, mais leur classification souléve des difficultés en matiere
de caractérisation et de nomenclature. Le Mexique est le territoire ou il y a la plus grande diversité
d'Agavacées, avec pres des trois quarts de ses variétés botaniques. Certaines d'entre elles sont
cultivées, principalement dans les régions de Jalisco, Veracruz, Guerrero et Oaxaca (AGUIRRE,
CHASCAS & FLORES, 2001).

Les origines des Agavacées remontent a prés de 14 millions d'années, et cette famille a connu de
nombreux changements dans sa classification. Parmi les 342 especes d'Agavacées reconnues dans
le monde, 258 se trouvent au Mexique. Le genre Agave comprend 207 variétés, dont 161 sont
présentes au Mexique. Différentes nomenclatures existent pour classer ces variétés
(VALENZUELA, 2003).

ENDLICHER, un botaniste autrichien, a suggére la famille des Agavacees en (1836) (GARCIA &
GALVAN, 1995).

Bentham et Hooker, de 1883 a 1930, se basent sur la classification traditionnelle et classifient les
espéces avec un ovaire infére, dont le genre Agave, dans la famille des Amaryllidacées, tandis que
celles & ovaire supére sont placées dans la famille des Liliacées (GARCIA & GALVAN, 1995).

En 1934, Hutchinson crée I’ordre des Agavales et étend la famille des Agavacées a 19 genres

regroupés en six tribus, dont l'une est celle de I'Agave (IRISH M. & IRISH G., 2000).

Position systématique classique selon Cronquist (HAMMUEL, et al., 2011).

*  Regne: Plantae. Famille : Agavaceae

« Division: Magnoliophyta . Genre: Agave

+ Classe: Liliopsida . Espéce: americana

*  Sous/Classe : Liliidae - Variétés: Agave americana var. americana L.

e Ordre: Liliales
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Dans la classification botanique traditionnelle, certains auteurs classent les Agaves dans l'ordre
des Liliales, sous-l'ordre des Lilinées, aux cotés d'autres familles telles que les Liliacées et les
Amaryllidacées (ALONSO GUTIERREZ, 2005).

*  Reégne: Eucaryotae * Ordre : Liliales

« Sous-regne : Plantae » Famille : Amaryllidacées ou Agavacées

»  Phylum (Division) : Spermatophyta Genre : Agave

*  Sous-phylum : Angiospermae Espéce: Agave americana L. (ALONSO

+ Classe: Monocotylédones GUTIERREZ, 2005).

Apreés 1960, les scientifiques ont proposé divers arrangements pour les familles des Liliacées,
Amaryllidacées et Agavacées. Sato (1935, 1942) ainsi que Gomez-Pompa, Villalobos-Pietrini et
Chimal (1971) ont suggéré l'unification des familles Liliacées et Amaryllidacées au sein de la
famille Amaryllidacées. Cronquist (1968, 1981) a également proposé cette union, mais sans inclure
les Agavacées. Porter (1979) et Benson (1967) ont recommandé de séparer les Amaryllidacées et
Liliacées, en excluant les Agavacées (HAMMUEL et al., 2011).

Dans un nouveau systéme de classification, Dahlgren et al. (1985) ont proposé un arrangement
plus strict des Agavacées, les regroupant en deux sous-familles : les Yuccoides, avec un ovaire
supére, et les Agavoidées, avec un ovaire infere, comprenant le genre Agave. Ainsi, la
classification des especes d'Agave a évolué, et il est désormais largement reconnu que le genre
Agave appartient a la famille des Agavacées (GARCIA & GALVAN, 1995).

Au début de ce siécle, les Agavacées étaient encore reconnues (EGUIARTE et al., 2000 ; APG
System |1, 2003). Cependant, elles ont ensuite été intégrées dans une famille plus large, les
Asparagacees Juss. (APG System Ill, 2009 ; APG System 1V, 2016). Par ailleurs, le concept
d'Agave a été élargi pour inclure plusieurs genres traditionnellement considérés comme
morphologiquement distincts, tels que Manfreda, Polianthes et Prochnyanthes (THIEDE &
EGGLI, 2020).
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Classification moderne selon Tela-Botanica (Version : 01 juin 2024):

* Cladus: Plantae «  Ordre : Asparagales

+ Cladus: Plasmodesmophytes «  Famille ; Asparagaceae

+ Cladus: Embryophytes . Genre: Agave

* Cladus: Stomatophytes «  Espéces : Agave americana L.

* Cladus: Hemitracheophytes « Variété : Agave americana L. var.
+ Cladus: Tracheophytes americana

+ Cladus: Euphyllophytes

+ Cladus: Spermaphytes

+ Cladus: Angiospermes

+ Cladus: Monocotyledones

Le Mexique est le centre d'origine et de diversité de la famille des Agavacées (GARCIA &
GALVAN, 1995), a laquelle appartient le genre Agave. Parmi les 166 espéces du genre Agave,
125 sont naturellement présentes dans les régions arides et semi-arides du Mexique (GOOD-
AVILA et al., 2006). Toutefois, certaines de ces espéces ont été introduites dans plusieurs pays a
travers le monde (AVILA-REYES et al., 2010).

Cette plante se trouve également en Europe, ou elle a été introduite intentionnellement pour ses
caractéristiques ornementales, et elle s'est naturalisée dans les pays du pourtour méditerranéen
ainsi qu'en Afrique. Endémique au continent américain, elle s'étend du sud du Canada jusqu'au
nord de I'Amérique du Sud, y compris les fles Caraibes, en particulier au Mexique et dans toute
I'Amérigue centrale (GARCIA & GALVAN, 1995).

Le développement des Agaves se fait sur des sols argileux, calcaires et rocheux, et ils se
développent principalement sur des sols bien drainés (HAMMUEL et al., 2011). Ces sols sont
riches en nutriments, notamment en azote, ce qui semble étre le facteur limitant pour l'activité
métabolique de certains Agaves (WALTER, 1997).

Ces plantes sont relativement sensibles a la salinité, mais peu affectées par des concentrations

élevées de calcium, de cuivre ou de zinc dans les sols. Leur adaptation aux sols riches en calcium
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se traduit par une accumulation d'oxalate de calcium, similaire a celle observée chez d'autres
plantes succulentes (WALTER, 1997).

L'Agave peut s'épanouir dans une grande variété de sols, y compris dans des environnements
arides, gréce a sa résistance a la sécheresse. Elle colonise également les terrains vagues et les bords
de routes, et est capable de se propager dans les oliveraies et les garrigues (HAMMUEL et al.,
2011).

Selon SCHMELZER & GUIB-FAKIM (2008), I'Agave américaine renferme des saponines, des
saponines stéroidales, de I'acide oxalique, des fructanes et des vitamines telles que la vitamine pro-
A B, C,DetK.

Pendant de nombreux siecles, les Amérindiens ont exploité les Agaves a diverses fins, notamment
comme fourrage, nourriture et boissons, médicaments, matériaux de construction, tissage et
fabrication de papier, entre autres. Aujourd'hui, ces plantes sont appréciées pour leurs valeurs

ornementales, économiques et médicinales (STARR, 2012).

Riche en fibres et en saponines, I'Agave américaine est utilisée pour produire de la fibre végétale
et des savons (HAMMUEL et al., 2011). On en extrait également un sirop appelé nectar d'Agave,
qui sert d'édulcorant pour les diabétiques en raison de son pouvoir sucrant et de son faible index
glycémique (STARR, 2012).

Les feuilles de I'Agave sont employées pour traiter la constipation et les gaz excessifs, ainsi que
comme diurétiques. Elles contiennent des enzymes qui convertissent I'angiotensine, offrant un
remeéde puissant contre I'nypertension. Le jus des feuilles peut étre appliqué sur les plaies et les
coupures pour favoriser la cicatrisation. Des études ont également révélé des effets molluscicides
et insecticides (STARR, 2012).

Les racines de I'Agave sont utilisées pour traiter les articulations arthritiques et peuvent servir de
substitut a la salsepareille dans le traitement de la syphilis (STARR, 2012).

Quasiment toutes les espéces d'Agave ont servi de source de matériaux de construction, de
substances médicinales, d'élements rituels et de produits comestibles pour les différentes cultures

anciennes et modernes de la Méso-Amérique (GENTRY, 1982).
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Actuellement, les produits économiques les plus significatifs dérivés de I'Agave incluent des
boissons alcoolisées distillées telles que le mescal, la tequila et la bacanora (ALMARAZ-
ABARCA et al, 2011 ; CASTILLO & COELHO, 2007 ; GUTIERREZ, ACEDO, &
VALENZUELA, 2007).

Pour les cultures du continent Amérindien, les Agaves étaient, avant que le mais ne devienne
I'aliment indispensable, la principale source d'hydrates de carbone (ZIZUMBO-VILLAREAL &
COLUNGA-GARCIA MARIN, 2008).

Les pédoncules d'inflorescence de plusieurs espéces d'’Agave sont encore consommeées comme
aliment sucré dans de nombreuses régions du Mexique (GENTRY, 1982). Par ailleurs, certaines
recherches ont été réalisées sur leurs propriétés comestibles (COLUNGA-GARCIA MARIN et al.,
1993).

VAUGHN (1974) a signalé des espéces d'Agave parmi les restes floraux des coprolithes trouveés
dans des sites archéologiques américains, car la plupart des espéces de ce genre sont également
comestibles (GENTRY, 1982)

Afin de caractériser les stades de I’ Agave et comparer sa productivité, NOVEL et VALENZUELA
en (1987) ont étudié 1’évolution de la répartition pondérale des matiéres séches de cinq parties de
la plante : les feuilles vivantes (céne central), les feuilles séches, la tige, les racines et les rejetons
ou rhizomes. Il est évident que le poids de la tige augmente avec 1’age de la plante ; et la qualité

de I’Agave mire est liée a la concentration en sucre ainsi qu'a I’augmentation de la matiere seche

dans la tige (AGUIRRE et al., 2001).

Cependant, la seve de 1’Agave americana L. peut provoquer une dermatite de contact irritante,
entrainant des rougeurs et des clogues dans un délai dune a deux semaines.
Les épisodes de démangeaisons peuvent se reproduire pendant un an par la suite, méme sans trac
e visibled'éruption cutanée. Cette irritation est en partie due a l'oxalate de calcium, qui, en
pénétrant a travers la peau, cause des dommages vasculaires. En revanche, les parties séchées de
la plante peuvent étre manipulées sans danger. 1l convient de noter que les epines, en particulier
celles situées a la pointe, peuvent causer des blessures (CHERPELIS & FENSKE, 2000 ;
GENILLIERFOIN & AVENEL AUDRAN 2007).
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Les infections microbiennes sont des maladies causées par le développement de bactéries ou de
levures chez I'Homme ou les animaux, certaines espéces étant pathogéenes. Au cours de la derniere
décennie, I'étude des microbes a suscité un grand intérét, tant sur les plans biologique, nosologique
que thérapeutique. Cet intérét accru pour les maladies microbiennes est en grande partie dd a
I'émergence de souches résistantes aux médicaments couramment utilises (BALKIS et al., 2002 ;
JUJ et al.,, 2002 ; RAMAGE et al., 2002 ; RODERO et al., 2002), ainsi qu'aux complications que
ces germes peuvent engendrer chez des patients présentant des profils cliniques spécifiques
(HIRSCH & GYNAKOL, 1985).

Ainsi, les infections microbiennes, autrefois considérées comme banales, sont desormais classées
parmi les infections graves, pouvant entrainer un taux élevé de mortalité et de morbidité chez les
personnes immunodéprimées et les diabétiques. Bien que la chimiothérapie antimicrobienne ait
démontré une grande efficacité contre les infections superficielles, les infections profondes restent
les plus difficiles a traiter en raison de la cytotoxicité des antimicrobiens systémiques. Les
microorganismes les plus fréquemment rencontrés incluent E. coli, ainsi que les genres Shigella,
Salmonella et Yersinia, tandis que Vibrio cholerae est rarement observé et se trouve uniquement
dans des zones spécifiques (STEPHEN, 2001).

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car elles ne
posseédent pas de membrane nucléaire. Cette caractéristique les distingue des autres organismes
unicellulaires, qui appartiennent aux eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Les
bactéries se divisent en deux groupes : les bactéries véritables (Bacteria) et les bactéries primitives
(Archaea). Toutes les bactéries impliquées dans des pathologies appartiennent au groupe des

Bacteria.

Généralement, les bactéries ont un diameétre inférieur a 1 um et peuvent étre observées au
microscope optique, soit a I'état frais, soit aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci),
en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure
ne sont visibles qu'a I'aide de la microscopie électronique (NAUCIEL & VILDE, 2005).

Les bactéries sont ubiquitaires et se trouvent dans tous les types de biotopes : sol, air, eau, ainsi

que sur les végétaux et les animaux. Cependant, parmi ces nhombreuses espéces bactériennes,
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certaines sont pathogénes et responsables de maladies infectieuses telles que le choléra, la syphilis
et la tuberculose (HAHN et al., 2003 ; ATlI, 2010).

Les antibiotiques ont vu le jour dans les années 1930, notamment avec la découverte de la
pénicilline par ALEXANDER FLEMING en 1928 et de la streptomycine par SELMAN
WAKSMAN en 1943. Leur utilisation s'est rapidement répandue, allant jusqu'a devenir abusive
(AFSSAPS, 1999). Les antibiotiques sont des molécules produites par des champignons, des
bactéries ou synthétiseées chimiquement, capables d'inhiber la réplication d'une bactérie
(antibiotique bactériostatique) ou de la tuer (antibiotique bactéricide) (GRAS & CHOUTET,
2010).

Les principales cibles des antibiotiques incluent la paroi bactérienne (béta-lactamines,
glycopeptides), la synthese de I'ADN (quinolones, nitro-imidazolés), la synthése proteique
(macrolides, aminosides, cyclines) et I'inhibition compétitive (sulfaméthoxazole et triméthoprime)
(GRAS & CHOUTET, 2010).

Ainsi, les antibiotiques ont été classés selon leur mode d’action en:

o Antibiotiques inhibiteurs des synthéses du peptidoglycane.

o Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.

o Antibiotiques inhibiteurs des synthéses protéiques.

o Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques (LEMINOR & VERON, 1998).

L'utilisation des antibiotiques entraine, dans la grande majorité des cas, la sélection de populations
microbiennes résistantes. Cette résistance résulte de mutations chromosomiques ou de I'acquisition
de génes de résistance portés par des €léments génétiques mobiles tels que les plasmides, les
phages, les transposons et les intégrons. Face a ces résistances, des recherches ont été menées pour
trouver de nouveaux agents antimicrobiens plus efficaces que les médicaments synthétiques, tout
en étant mieux tolérés par I'organisme et sans effets delétéres sur la santé humaine (GARCIA-
RUIZ et al., 2008 ; KEMPF & ZEITOUNI, 2009).

Face aux préoccupations concernant les effets indésirables des molécules synthétiques utilisées

pour lutter contre les infections bactériennes, il est crucial de trouver une alternative aux

18|Page



_gl INTRODUCTION GENERALE

antibiotiques classiques. Une approche courante consiste a rechercher des substances
biologiquement actives d'origine végeétale, ce qui représente une alternative prometteuse dans les

soins primaires et pour le developpement de médicaments traditionnellement améliorés.

De nombreux chercheurs s'intéressent tout particulierement aux plantes médicinales, reconnues
pour leur richesse en antioxydants naturels, tels que les polyphénols, les flavonoides et les tanins,
qui possédent des activites antimicrobiennes. Ainsi, I'exploitation de nouvelles molécules
bioactives aux effets secondaires limités ou inexistants, issues de sources naturelles, et leur
adoption comme alternatives thérapeutiques aux molécules synthétiques sont devenues des
objectifs prioritaires pour la recherche scientifique ainsi que pour les industries alimentaire et
pharmaceutique (PRASAD & SEENAYYA, 2000).

De nombreux groupes de recherche ont étudié I'activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales telles que le fenouil (Foeniculum vulgare), la menthe poivrée (Mentha piperita) et le
thym (Thymus vulgaris). Ils ont constaté que ces extraits sont actifs non seulement contre les

bactéries, mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (JURGEN et al., 2009).

D'autres chercheurs ont franchi une étape supplémentaire en isolant et en identifiant les métabolites
responsables de l'activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette avancée constitue une
plateforme pour de nombreuses applications, notamment dans l'industrie pharmaceutique, la

médecine alternative et la thérapie naturelle (HUANG et al., 2008).

Les extraits de plantes présentent plusieurs modes d'action sur différentes souches bactériennes et
sont efficaces contre un large éventail de microorganismes pathogénes et non pathogenes
(DORMAN, 2000). En général, leur action se déroule en trois phases:

o Attaque de la paroi bactérienne par I'extrait végetal, entrainant une augmentation de la
perméabilité et la perte des constituants cellulaires.

o Acidification de l'intérieur de la cellule, ce qui bloque la production d'énergie cellulaire et
la synthese des composants structurels.

o Destruction du matériel génétique, menant a la mort de la bactérie (HAMMER, 1999).
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L'activité biologique d'un extrait végétal est déterminée par sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques)

ainsi que par leurs effets synergiques (DORMAN, 2000).

Plusieurs méthodes sont employées pour évaluer le pouvoir antibactérien des extraits de plantes,

parmi lesquelles :

o La méthode de diffusion a partir de disques imprégnes (Méthode de Kirby—Bauer) : Cette
méthode consiste a imprégner des disques de papier avec une quantité définie d'agent
antibactérien, puis a les placer sur un milieu de gélose uniformément ensemencé avec
I'organisme cible. Un gradient de concentration de I'antibiotique se forme par diffusion a partir
du disque, et la croissance de I'organisme est inhibée a une distance du disque, ce qui est lié a
la sensibilité de ce dernier.

o La méthode de diffusion a partir des puits : Le principe de cette méthode est similaire a celui
de la méthode des disques. Elle consiste a réaliser des puits de 2,5 mm de profondeur dans la
gélose, qui sont ensuite remplis d'extraits ou d'antibiotiques a tester (CARBONNELLE, 1988
; COLLINS, 1976 ; VANDEPITTE et al., 1994).

o La méthode de dilution : Les techniques de dilution peuvent étre appliquées en milieu solide
ou liquide. Leur principe consiste a mettre en contact un inoculum bactérien standardisé avec
des concentrations croissantes de la substance antibactérienne testée, selon une progression
bien définie, afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) de cette substance
(BURNICHON & TEXIER, 2003).

A coté des infections microbiennes, les radicaux libres sont associés a I'étiologie d'un grand
nombre de pathologies, devenant ainsi I'un des principaux problémes de santé publique (TIWARI,
2005). Les termes especes réactives d'oxygene (ERO), stress oxydatif et antioxydants sont de plus
en plus courants, tant parmi les professionnels que dans le grand public. Parmi toutes les especes
radicalaires qui peuvent se former dans les cellules, il est important de distinguer un groupe
restreint de composes jouant un réle particulier en physiologie, que nous appellerons radicaux
primaires. Les autres radicaux libres, appelés radicaux secondaires, se forment par la réaction de

ces radicaux primaires avec des composés biochimiques de la cellule (FAVIER, 2003).
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L'oxygéne (0O2) est I'¢lément primordial pour les organismes multicellulaires, jouant un rdle
essentiel dans le fonctionnement normal de tout le systéme aérobie (DALTON, 1995). Au milieu
des années 1950, GERSCHMAN et al. (1954) ont été parmi les premiers a démontrer que
I'oxygéne, bien que crucial pour la vie, peut également étre toxique pour I'organisme
(DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008). Il est impliqué dans divers processus d'oxydation pouvant
entrainer des effets néfastes, tels que le stress oxydatif (SANCHEZ-MORENO, 2002). Inspiré par
ces travaux, HARMAN (1956) a proposé la "Free Radical Theory of Ageing", suggérant que la
production de radicaux libres—des entités chimiques trés instables et réactives en raison d'un
électron libre dans leur structure—est a l'origine du processus de vieillissement cellulaire
(DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008).

En 1991, SIES a défini le stress oxydant comme « l'incapacité de I'organisme a se défendre contre
I'agression des especes oxygénées activées, résultant d'un déséquilibre d soit & une production
accrue d'espéces oxygénees activées (EOA), soit a une diminution de la capacité de défense
antioxydante » (SIES, 1991). Cependant, SANCHEZ-MORENO (2002) le décrit comme « un
déséquilibre entre la production et I'élimination des métabolites réactifs de I'oxygene et de l'azote,
en faveur de leur production, entrainant des dommages potentiels et des dégats cellulaires
irréversibles » (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Les radicaux libres sont des sous-produits métaboliques des processus oxydatifs et représentent
des especes chimiques hautement réactives et potentiellement nuisibles (HALLIWELL &
GUTERIDGE, 1999). lls se définissent comme tout atome, groupe d'atomes ou molécule
possédant un ou plusieurs électrons non appariés, dits « célibataires », sur la couche périphérique
du squelette moléculaire. Ces électrons sont générés par un apport d'énergie suffisant pour se
dépareiller, ce qui les pousse a attirer les électrons d'autres atomes et molécules afin de gagner en
stabilité. Ce processus déstabilise d'autres molécules et initie une réaction en chaine, comme cela

se produit typiquement lors de la peroxydation lipidique (FAVIER, 2003).

Les radicaux libres sont considérés comme des déchets du métabolisme cellulaire (Fig. 05). Les
especes réactives de I'oxygeéne comprennent des ERO, tels que 1'anion superoxyde (Oz°-) produit
lors du métabolisme mitochondrial, ainsi que le radical hydroxyle (OH?), qui réagit avec diverses
molécules, y compris I'ADN, les glucides, les nucléotides et les protéines, pouvant causer des

Iésions de nécrose. Ce dernier est un dérivé de I'anion superoxyde. D'autres radicaux incluent le

21|Page



_,@“Z INTRODUCTION GENERALE

radical hydroperoxyle (HO:°), le radical peroxyle (RO) et le radical alkoxyle (RO°) (FAVIER,
2003).

/ radbcal -ﬁ_rdrm}'ff
Activation des caseades Peroxydation
des kinases lipidique
Oxydation des Oxydation de
protéines I"ADN

FI1G.05: Schéma des différentes formes de ROS (Garait, 2006).

D'autres especes dérivées de l'oxygéne sont non radicaires, comme le peroxyde d'hydrogéne
(H203), l'acide hypochloreux (HOCI), 1'ozone (Os), 1'oxygene singulet (*O2) et le peroxynitrite
(ONOO). Bien que ces composés ne soient pas réactifs, ils peuvent servir de précurseurs pour la
formation de radicaux (DESCEEMAEKER, 2004).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne proviennent pas de I'oxygéne ; les espéces libres non
oxygenées résultent de réactions entre certaines molécules et les ERO. Ces espéces peuvent, a leur
tour, réagir avec d'autres molécules, entrainant une multiplication des réactions d'oxydation et la
propagation de dommages oxydatifs (DESCEEMAEKER, 2004).

On distingue deux types de production de radicaux libres (Fig. 06) :

o Production endogéne : Cela inclut les réactions enzymatiques (comme celles impliquant la

NADPH oxydase, la lipoxygénase et la xanthine oxydase, une enzyme présente dans le
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foie), ainsi que des processus tels que la respiration mitochondriale, la phagocytose,
I'activité des peroxysomes, l'action des métaux de transition, l'exercice physique,
I'inflammation et le choc, entre autres.

o Production exogéne : Cela englobe des facteurs externes tels que la pollution, I'alcool, les
médicaments, I'exposition au soleil, la fumée de tabac, les rayons UV et divers produits
chimiques (FAVIER, 2003).

Inflammation ‘ - Facteurs environnementaux
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FI1G.06: Origines extra- et intracellulaires des radicaux libres dérivés de I’oxygenes (AFONSO
etal., 2007).

Cependant, les radicaux libres ne sont pas toujours nuisibles (RAHMAN, 2002). Les phénomeénes
radicalaires de base jouent un réle essentiel dans le bon fonctionnement de I'organisme humain
(VALKO et al., 2006). En effet, ils aident le corps a contréler la tonicité des muscles lisses, a
combattre l'inflammation et a lutter contre les bactéries (RAHMAN, 2002). L'altération des
composants cellulaires et des structures tissulaires se produit lorsque l'intensité de ces phénomenes
augmente de maniere anormale, dépassant ainsi la capacité des antioxydants disponibles (VALKO
et al., 2006).
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L'effet bénéfique des radicaux libres repose sur un equilibre délicat (Fig. 07), qui peut étre perturbé
par de nombreux facteurs endogenes et exogénes (RAHMAN, 2002). Ce déseéquilibre peut

entrainer une agression connue sous le nom de "stress oxydatif" (VALKO et al., 2006).
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FIG.07: La balance d’équilibre entre les systémes pro-oxydants et antioxydants (Wen et al.,
2018).

Lors d'un stress oxydatif, les radicaux libres non neutralisés entrainent des dommages aux tissus,
affectant tous les types de tissus et leurs composants : lipides, protéines, glucides et ADN. Ces
altérations augmentent le risque de plus de 30 processus associés a diverses maladies (SMITH et
al., 1996). Parmi celles-ci, on trouve les maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de Creutzfeldt-Jakob
et les méningoencéphalites (JHA et al., 1995), ainsi que les maladies inflammatoires et
cardiovasculaires (GEORGETTI et al., 2003), les cedémes, le vieillissement prématuré de la peau,
le diabete sucré et le cancer (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990 ; DEFRAIGNE &
PINCEMAIL, 2008).

De nombreuses études soutiennent I'nypothése que le stress oxydatif joue un réle dans les
mécanismes et processus pathologiques, notamment le cancer (MELVIN & SURESH, 2002 ;
BAYNES & THORPE, 1999 ; WILLIAMSON & KILO, 1989). Cependant, les cellules peuvent
se protéger grace a une variété d'enzymes et de substances chimiques endogenes capables de piéger
les radicaux libres (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
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En 1969, une date clé dans I'histoire du stress oxydatif, les chercheurs américains MC-CORD et
FRIDOVICH ont isolé, a partir de globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant
la Superoxyde Dismutase (SOD). Cette enzyme élimine le radical libre anion superoxyde, produit
par réduction univalente de I'oxygene. Cette découverte fondamentale démontre indirectement la
production de radicaux libres dans notre organisme, marquant ainsi le début d'une vaste série de
recherches sur les sources de production de I'anion superoxyde et sur ses réles pathologiques et

physiologiques.

Cependant, des doutes ont perduré pendant longtemps quant a I'existence réelle des radicaux libres
et a leurs effets in vivo. Ce n'est qu'au début des années 1990 que cette incertitude a été levée de
maniere irréfutable grace a l'utilisation de la résonance paramagnétique électronique (RPE)
associee au spin trapping (piégeur de spin) dans des modeles de stress oxydatif in vivo
(DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008).

Suite a la découverte de la SOD, les scientifiques ont également mené de nombreuses expériences
in vitro, démontrant la toxicité des radicaux libres, responsables de dommages cellulaires
significatifs. Ces dommages se manifestent par des cassures et des mutations de I'ADN,
I'inactivation de diverses enzymes, la modification des structures protéiques, I'oxydation des sucres
et I'induction de la peroxydation lipidiqgue (DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008).

Ce n'est que plus tard, avec l'identification des vitamines C (SZENT-GYORGYI, 1928) et E
(EVANS et BISHOP, 1922) durant I'entre-deux-guerres, que l'importance des antioxydants en
biochimie a été mise en évidence (DEFRAIGNE & PINCEMAIL, 2008).

Dés le début du XXe siécle, l'industrie a porté un intérét marqué aux antioxydants (ou
antioxygénes), des molécules capables de réduire les effets de I'oxygéne sur la corrosion des
métaux. En biologie, les premiéres recherches sur les antioxydants ont révélé leur capacité a
diminuer I'oxydation des acides gras insaturés, ce qui prévient leur rancissement (DEFRAIGNE
& PINCEMAIL, 2008).

L'organisme posséde un vaste réseau d'antioxydants ou de mécanismes de défense (Fig. 08), qui

ne se limite pas aux seules vitamines C et E. D'une part, de nombreux antioxydants sont synthétisés
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par l'organisme ou, plus souvent, apportés par notre alimentation. D'autre part, des systémes
enzymatiques extrémement complexes sont responsables de la réparation des dommages oxydatifs
sur les protéines ou I'ADN. En outre, certains oligoéléments, tels que le sélénium, le cuivre et le
zinc, agissent comme cofacteurs pour diverses enzymes a activité antioxydante (DEFRAIGNE &
PINCEMAIL, 2008).

Le glutathion (GSH) joue un role unique et essentiel dans le maintien des formes actives de divers
antioxydants de petite taille, tels que les vitamines C et E, I'ubiquinone et les polyphénols. En ce
sens, le GSH est le principal antioxydant de I'organisme, d'autant plus qu'il agit également comme
cofacteur pour une série d'enzymes antioxydantes, notamment les glutathion peroxydases, la
glutathion réductase, les thiorédoxines et les peroxyrédoxines. (DEFRAIGNE & PINCEMAIL,

2008).
meécanismes de réparation mécanismes de prévention meécanismes d’adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des métaux de tramsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

N 4

syst¢tmes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

/ LY

enzymes antioxydantes molécules de bas poids moléculaire
(SOD, catalase, glutathion peroxydases,

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

synthétisées par extraites de plantes
I’organisme inkgo biloba, é
protéines antioxydantes & & kg°s yim:h':“;' agranl
(céruléoplasmine, albumine, ghtaliiews; whiquinems; -
transférrine, thiols, paraoxonase) histidine) ‘L
oligo — éléments
(sélénium, cuivre, apportées par I’alimentation
zinc, manganése) (vitamine C, tocophérols, caroténoides (caroténes,

lycopéne, xéaxanthine, lutéine), polyphénols )

FI1G.08: Réseaux des antioxydants (KOHEN & NYSKA, 2002).

26|Page



_gl INTRODUCTION GENERALE

Récemment, il a été démontré que les especes oxygénées actives (EOA) sont généralement
capables d'activer I'expression de genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires et des
protéines d'adhésion. Il est donc important de ne pas sous-estimer le fait que les antioxydants
influencent également la régulation de divers genes, et nous n'avons pas encore pleinement
compris tous leurs mécanismes d'action (AZZI, RICCIARELLI & ZINGG, 2002).

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a des concentrations relativement
faibles, de rivaliser avec d'autres substrats oxydables, permettant ainsi de retarder, prévenir,
neutraliser ou réduire les dommages causés par I'oxydation de ces substrats. Cela contribue a
maintenir des concentrations non cytotoxiques d'especes réactives de lI'oxygene (ERO) au niveau
cellulaire (RICE-EVANS et al., 1996).

Les antioxydants sont largement utilisés et englobent un large éventail de molécules et de secteurs
variés, incluant l'alimentation, l'industrie chimique et I'industrie pharmaceutique. 1ls peuvent étre
classés selon leur mode d'action, leur localisation cellulaire et leur origine (RICE-EVANS et al.,
1996).

Les modes d'action d'un antioxydant peuvent inclure le piégeage direct des especes réactives de
I'oxygéne (ERO), I'inhibition des enzymes et la chélation des métaux traces responsables de la
production d'ERO (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990). Dans I'organisme, il existe plusieurs

types de molécules a activité antioxydante, dont les mécanismes d'action varient :

o Défenses non enzymatiques : Cela inclut des composés tels que les vitamines E (o-
tocophérol) et C (acide ascorbique), ainsi que les polyphénols d'origine végétale
(flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d'acides phénoliques, tanins,
anthocyanines, etc.). La plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par I'organisme
et doivent étre obtenus par I'alimentation (FAVIER, 2003).

o Défenses enzymatiques : Ces systemes de défense sont trés efficaces, car les enzymes ont
la capacité de fonctionner de maniére continue. Cette ligne de défense comprend des
enzymes telles que la superoxyde dismutase (qui catalyse la dismutation de l'anion

superoxyde), la catalase (qui métabolise le H20:) et la glutathion peroxydase (qui exerce
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une action réductrice sur I'hydrogéne et transforme les hydroperoxydes organiques,
notamment lipidiques, de type ROOH en ROH) (FAVIER, 2003).

Dautre part, selon leur mode d'action, les antioxydants se classent en deux catégories :

o Systéme de défense primaire : Comprend des composés tels que la catalase et le glutathion.
Ces antioxydants préviennent la production d'espéces reactives de I'oxygene (ERO) en
limitant la phase d'initiation des réactions d'oxydation, agissant ainsi en prévention
(FAVIER, 2003).

o Systeme de défense secondaire : Inclut des molécules comme les tocophérols. Ces
antioxydants sont qualifiés de « chain-breaking » car ils réagissent avec les radicaux
peroxyde (ROO°®) et/ou les radicaux (R°), bloguant ainsi les réactions de propagation. Ce
type d'antioxydant permet d’éviter la conversion de formes peu réactives (O2") en formes

tres réactives (OH®) (FAVIER, 2003).

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles. En fonction de
leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle : les
substances liposolubles se trouvent principalement dans les membranes cellulaires, tandis que les
substances hydrosolubles se situent dans le cytosol et/ou le milieu extracellulaire. lls seront
particulierement efficaces contre les radicaux libres présents dans chaque type de milieu respectif
(FAVIER, 2003).

Selon leur origine, les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories :

o Enzymes antioxydantes directement synthétisées par I'organisme : Cela inclut des enzymes
telles que la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase, la catalase, la lipase,
la protéase et I'endonucléase (qui éliminent les molécules oxydées), ainsi que lI'albumine et
la ferritine (qui complexent les ions divalents) (FAVIER, 2003).

o Nutriments antioxydants dont les apports sont nécessaires par l'alimentation : Ces
nutriments comprennent la vitamine E, la taurine, la vitamine C, les caroténoides (comme
le lycopene et la lutéine), les polyphénols, ainsi que divers minéraux et oligo-éléments
(FAVIER, 2003).
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o Antioxydants synthétiques : Ces composeés sont largement utilisés en raison de leur
efficacité et de leur colt réduit, tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le
butylhydroxytoluéne (BHT), le gallate propylé et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ).
Cependant, leur sécurité est souvent remise en question, ce qui souleve la nécessité de
recherches visant a les substituer par des antioxydants d'origine naturelle dans
I'alimentation (FAVIER, 2003).

Une alimentation pauvre en fruits et Iégumes, qui sont les principales sources d'antioxydants
nécessaires (comme les vitamines C et E, les caroténoides et les polyphénols), favorise une
diminution de la capacité antioxydante. Bien que le stress oxydatif ne soit pas une maladie en soi,
il crée un environnement propice au développement de diverses pathologies (PINCEMAIL et al.,
2007).

Contrairement aux résultats des études de supplémentation, toutes les études longitudinales
indiquent qu'un taux élevé d'antioxydants, obtenu par une alimentation riche en fruits et Iégumes,
réduit le risque relatif de mortalité associé a diverses pathologies, telles que les cancers, les

maladies cardiovasculaires et les bronchopneumopathies, par exemple (PINCEMAIL et al., 2007).

Récemment, I’intérét pour les antioxydants naturels, en lien avec leurs propriétés thérapeutiques,
a considérablement augmenté. Des recherches scientifiques dans diverses disciplines se sont
intensifiées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces composés issus de
plusieurs sources naturelles, notamment des plantes médicinales et des produits agroalimentaires
(Dupont & Guignard, 2007).

Les végétaux possedent un potentiel anti-radicalaire qui leur permet de jouer un réle bénéfique en
matiére de prévention, ce qui est crucial pour la santé humaine et animale. L'activité anti-
radicalaire des plantes a été démontrée in vitro, ouvrant la voie a I'établissement de nouvelles
drogues anti-radicalaires. Ces derniéres années, on observe un regain d'intérét pour les plantes
médicinales et aromatiques ainsi que pour leurs extraits (SABU & KATTAN, 2002). Parmi les
moyens de défense naturels, les composés phénoliques sont particulierement notables, car ils sont
largement utilisés en médecine traditionnelle et moderne pour leurs activités antioxydantes (RICE-
EVANS et al., 1995).
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En raison de leurs propriétés redox éleveées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs
et donneurs d'hydrogene (SMITH et al., 1996 ; ALI et al., 2008). Ils peuvent piéger des radicaux
libres et inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles. De plus, ils ont la capacité de chélater des ions métalliques grace a leurs propriétés
chélatrices (FAVIER, 2003).

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée de maniere in vivo ou in vitro a l'aide de
diverses méthodes. Plusieurs techniques sont disponibles pour mesurer I'activité antioxydante des
aliments et des systemes biologiques (SANCHEZ-MORENO & LARRAURI, 1998).

Les techniques d’évaluation de la capacité antioxydante peuvent étre classées en deux groupes
selon deux mécanismes : le transfert d'atome d'hydrogene et le transfert d'un simple électron
(DUPONT, 2007).

Les méthodes du premier groupe sont utilisées pour évaluer la peroxydation lipidique, en se basant
sur un substrat lipidique ou lipoprotéique. La quantification de cette propriété s'exprime par la
mesure du degré d'inhibition de l'oxydation (MILLER et al., 1993).

En revanche, les méthodes du deuxieme groupe mesurent la capacité de piégeage des radicaux
libres. Elles incluent le balayage de divers radicaux tels que le peroxyde d'hydrogéne (H20.),
I'acide hypochloreux (HOCI), I'nydroxyle (-OH), les anions superoxyde (O:°), les radicaux
peroxyles (ROQO°) et I'oxyde nitrique (NO°) (DUPONT, 2007).

Ces techniques se distinguent par les réactifs utilisés, les conditions d'application, les protocoles,
ainsi que par le mécanisme d'action par lequel I'extrait ou la molécule testée se manifeste dans le
milieu et la forme de présentation des résultats (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

Etant donné la complexité des processus d'oxydation, il n'existe pas de méthode unique capable de
refléter le profil antioxydant d'un échantillon. 1l est donc nécessaire de combiner les réponses
obtenues a partir de tests différents et complémentaires, tels que DPPHe, ABTSe+, CUPRAC, la
chélation des métaux, la phénanthroline, le galvinoxyle et le blanchiment de B-caroténe. Les

techniques mentionnées témoignent de la capacité d'une molécule ou d'un extrait naturel a

30|Page



_gl INTRODUCTION GENERALE

neutraliser les radicaux libres par transfert d'électron et/ou de proton issus de phénomenes
d'oxydation (PRIOR et al., 2005).

Les résultats des activités antioxydantes sont généralement exprimés par rapport a une molécule
de référence ayant de fortes propriétés antioxydantes, telles que le BHA, la quercétine, le BHT ou
la rutine (PRIOR et al., 2005).

La recherche biomeédicale accorde une attention particuliere au traitement du cancer depuis
plusieurs décennies. Cette maladie est difficile a traiter par rapport a une infection causée par un
pathogene, car il est nécessaire de s'attaquer aux cellules du patient elles-mémes. Le défi consiste
a détruire les cellules tumorales sans endommager les cellules saines, ce qui est tres complexe. En
effet, il existe peu de différences entre ces deux types de cellules qui permettraient de cibler
spécifiqguement les cellules cancéreuses, contrairement aux bactéries infectieuses pour lesquelles
des antibiotiques sont disponibles (JONCAS, 2017).

Un cancer se compose de cellules qui proliférent de maniére désorganisée, ce qui peut nuire au
bon fonctionnement des organes et entrainer la mort (HANAHAN & WEINBERG, 2000 ;
FEITELSON et al., 2015). Chaque organe et chaque tissu contiennent plusieurs types de cellules

bien définies, organisées de maniere structurée (FEITELSON et al., 2015).

Normalement, les signaux échanges entre les cellules maintiennent I'équilibre des tissus,
garantissant que chaque cellule est a sa place et remplit son réle. Dans le cas contraire, ces cellules
sont éliminées pour éviter de nuire a leur hote. Cependant, les cellules cancéreuses ne répondent
plus aux signaux qui régulent cet équilibre (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Les cellules cancéreuses commencent a se multiplier de maniére excessive, méme dans des
endroits inappropriés. Elles envahissent ainsi les tissus des organes essentiels sans en remplir les
fonctions. A terme, selon la localisation de la tumeur, cela peut entraver le fonctionnement des
organes touchés et éventuellement entrainer la mort. Un cancer peut naitre d'une seule cellule qui
acquiert des caractéristiques favorisant sa survie et sa division (HANAHAN & WEINBERG, 2000
: WITSCH, SELA & YARDEN, 2010). Cette cellule forme alors une masse de tissu intrus, appelée

tumeur, qui s'étend a travers les tissus sains a mesure que le cancer progresse.
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La formation de métastases se produit lorsque certaines cellules se détachent de la tumeur
d'origine, appelée tumeur primaire, et pénetrent dans la circulation sanguine pour former des
tumeurs secondaires. Ce phénomene complique considérablement le traitement du cancer, car les
thérapies localisées, moins dommageables, deviennent souvent inefficaces (HANAHAN &
WEINBERG, 2000).

Le cancer est la deuxieme cause de déces dans le monde (Fig. 09), avec pres de 10 millions de
morts par an (FERLAY et al., 2020). Entre 1980 et 2005, bien que le taux d'incidence ait augmenté
a I'échelle mondiale, le taux de mortalité a diminué grace a des diagnostics plus précoces, réalisés
a des stades ou les traitements sont plus efficaces. Depuis 2005, I'incidence mondiale a diminué
chez les hommes, en grande partie en raison d'une baisse de la consommation d'alcool et de tabac,
tandis qu'elle reste stable chez les femmes. Pour les deux sexes, les taux de mortalité continuent
de diminuer (ARC, 2021).

En Algérie, le cancer est I'une des principales causes de mortalité depuis 1996, représentant un
tiers des déces en Europe. Le mode de vie semble avoir une influence significative sur l'origine et
le développement des cancers, mais aucune théorie unique ne peut expliquer a elle seule I'étiologie
des cancers (CORPET, 1996).
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FIG. 09: Incidence mondiale du cancer (GLOBOCAN, 2008).

Il est difficile d'identifier les causes précises d'un cancer, car celles-ci varient d'un individu a
l'autre. Plusieurs facteurs environnementaux sont bien établis (TORRE et al., 2012 ;
BLACKADAR, 2016), tout comme certains facteurs génétiques (RAHMAN, 2014 ; BISHOP,
1987).

Cependant, le r6le de la génétique dans le développement du cancer n'est pas unanime ; il semble
varier d'un type de cancer a l'autre et en fonction des génes mutés. De nombreuses variations
génétiques ne constitueraient qu'une prédisposition. Parmi les facteurs environnementaux,
plusieurs éléments liés a notre mode de vie, tels que la qualité de I'alimentation et le niveau
d'activité physique, sont également importants (SCHWINGSHACK, 2015).

Bien qu'il soit prouvé que certaines tumeurs surviennent plus fréquemment chez des individus
génétiquement prédisposés, et que dans certains cas, I'environnement n'influence probablement
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pas le développement du cancer (comme pour les tumeurs pédiatriques), il est également probable
que pour la majorité des personnes, le cancer résulte d'une interaction entre la génétique et
I'environnement (CORPET, 1996).

De nombreux arguments indiquent que I'alimentation influence le développement des cancers, et
cette influence s'ajoute a d'autres causes bien établies (CORPET, 1996). Certaines infections
chroniques, principalement causées par des virus affectant un organe specifique, peuvent
également favoriser I'apparition de tumeurs dans cet organe. Par exemple, le papillomavirus
humain est connu pour causer le cancer du col de l'utérus, tandis que les virus hépatiques sont
associés au cancer du foie (TORRE et al., 2012).

La fumée de tabac est un facteur de risque bien documenté pour les cancers du poumon et du
larynx (CORPET, 1996). De plus, la consommation d'alcool et le tabagisme sont des facteurs
importants dans le développement du cancer (TORRE et al., 2012). L'embonpoint est responsable
d'environ 4 % des cancers a I'échelle mondiale, mais son implication peut atteindre jusqu'a 50 %
dans certains types de cancers (BYERS & SEDJO, 2015).

Enfin, certaines substances chimiques industrielles et des radiations, comme les rayons
ultraviolets, peuvent également provoquer des cancers, notamment du cancer de la peau, en
fonction du degré d'exposition (BLACKADAR, 2016 ; CORPET, 1996). D'autres produits
chimiques, tels que le chlorure de vinyle (qui est lié au cancer du foie), les amines aromatiques
(associées au cancer de la vessie) et le diéthylstilbestrol (qui affecte le col de I'utérus), sont
également préoccupants (CORPET, 1996).

Certains de ces facteurs environnementaux induisent des modifications directes dans notre ADN,
qui s'accumulent avec I'age et ressemblent fortement aux modifications observées dans les tumeurs
(TORRE et al., 2012).

Avec le vieillissement de la population et [I'industrialisation, I'incidence du cancer a
considérablement augmenté. Malgré les avancées dans les techniques de diagnostic et les
traitements, le cancer demeure une cause majeure de déces a travers le monde (TORRE et al.,
2012).
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Le vieillissement de la population accentue I'accumulation de mutations et de modifications
épigénétiques. Ces dernieres affectent les régions non codantes des genes. Il semble donc que
chacun d'entre nous ait un certain contréle sur les risques de développer un cancer a long terme
(ZANE, SHANNA & MISTELL, 2014).

Pour établir le lien entre I'environnement et le cancer, notamment entre I'alimentation et le cancer,
I'épidémiologie a elle seule ne suffit pas ; I'expérimentation animale est également nécessaire pour
préciser ce lien. De nombreuses études soutiennent I'hypothese selon laquelle le stress oxydatif
joue un réle dans les mécanismes et les processus pathologiques, y compris le cancer (MELVIN
& SURESH, 2002 ; BAYNES & THORPE, 1999 ; WILLIAMSON & KILO, 1989).

De plus, la persistance du stress oxydatif est pathologiquement impliquée dans les dommages a
I'ADN, résultant de la surproduction cellulaire d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et d'espéces
réactives de l'azote (RNS), qui jouent également un role dans le développement du cancer. Cette
thématique vise a intégrer ces interactions dans le domaine de la cancérologie, ou de nombreuses
études s'attachent a établir les relations entre le cancer et les variations environnementales, tout en
expliquant les mécanismes sous-jacents (BARTSCH & NAIR, 2002).

Le cancer du grand intestin et de I'intestin gréle sont parmi les principaux cancers responsables de
morbidité et de mortalité a I'échelle mondiale (GREENLEE et al., 2000). Le cancer colorectal est
une maladie grave et fréquente ; il est considéré comme I'un des cancers les plus souvent
diagnostiqués dans les pays riches, se classant au deuxieme rang chez les femmes (apres le cancer
du sein) et au troisieme rang chez les hommes (apres les cancers du poumon et de la prostate)
(BASTIDE, PIERRE & CORPET, 2011 ; JEMAL et al., 2011). Ce cancer est l'une des principales
causes de déces par cancer chez les hommes et les femmes (GREENLEE et al., 2000 ;
YAMAMOTO, 2000).

La consommation de viande rouge et de charcuterie est associée a un risque accru de développer
ce type de cancer (BASTIDE et al., 2011). Les études épidéemiologiques et expérimentales
suggerent que le cancer du cdlon est fortement influencé par la nutrition, les facteurs alimentaires,
et notamment par la composition des graisses alimentaires (WILLET et al., 1990 ; WYNDER,

1975 ; REDDY, 1995). Les différences dans les habitudes alimentaires ont été évoquées pour
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expliquer la distribution géographique disparates des taux de cancer du c6lon a travers le monde
(DOL & PETO, 1987 ; HAENSZEL & KURIHARA, 1968).

Bien que le cancer du cblon ait été bien étudié, les progres réalisés dans sa prévention ou sa
guérison n'ont pas été significatifs. La cancérogenése du cdlon est un processus qui se développe
en plusieurs étapes, comprenant trois phases distinctes : l'initiation, qui modifie le message
moléculaire d'une cellule normale, suivie de la promotion et de la progression, qui aboutissent

finalement a un phénotype transformé modifiant les mécanismes cellulaires (PITOT, 1986).

Le cancer du cdlon est souvent la conséquence d'un stress oxydatif persistant, entrainant des Iésions
de I'ADN et des mutations dans les génes associés au cancer. Ce processus est caractérisé par un
cycle de mort et de régénération cellulaires, ou la surproduction d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et d'espéces réactives de I'azote (RNS) joue un réle crucial (BARTSCH & NAIR, 2002).

Il est établi que les espéces réactives de I'oxygene (ROS) augmentent dans les maladies chroniques
de I'appareil gastro-intestinal (GIRGIN et al., 2000), mais les mécanismes précis par lesquels le
stress oxydant induit des cellules cancéreuses colorectal restent encore peu clairs. Des
modifications au niveau de certains paramétres du systéeme antioxydant dans le cancer colique ont
été rapportées (SKRZYDLEWSKA et al., 2003).

Au cours de la carcinogenese, deux points essentiels ont été observés : des niveaux élevés de
peroxydation des lipides (LPO) et un épuisement des antioxydants enzymatiques et non
enzymatiques (MANJU & NALINI, 2005).

Les agents chimiopréventifs sont congus pour exercer leur action anticancéreuse en modulant la
peroxydation des lipides (LPO) et le statut antioxydant dans le foie (STADLER et al., 1994 ; VAN
LEISHOUT et al., 1996). Plusieurs études suggérent que les composés phénoliques peuvent
également agir comme adjuvants chimiopreventifs en piegeant les agents cancérogenes induits par
le stress oxydatif (TANAKA et al., 1998 ; THRESIAMMA et al., 1998).

Les flavonoides, qui sont des composés polyphénoliques naturels (ROSS & KASUM, 2002) et
sont largement présents dans le regne végétal ont récemment été reconnus comme des substances

préventives contre le cancer en raison de leur forte activité antioxydante et de leur capacité a piéger
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les radicaux libres (WATTENBERG, 1985 ; HUSAIN et al., 1987). lIs possedent un large éventail
de propriétés pharmacologiques, notamment des effets anticancéreux et anti-inflammatoires
(ROSS & KASUM, 2002 ; DESCHNER et al., 1991 ; FUJIKI, 1986).

Des composés tels que 1’héspéridine et la lutéoline, ainsi que d'autres polyphénols, sont connus
pour leur action chimiopréventive contre les tumeurs malignes in vivo, sans effets secondaires ni
toxicité. lls présentent également des propriétés antimutagenes (EDENHARDER et al., 1993 ;
NISHINO et al., 1987) et anti-inflammatoires (MIDDLETON & KANDASWAMI, 1992) en
inhibant la production de monoxyde d'azote (SHIMOI et al., 1994).

Des études épidemiologiques sur la consommation alimentaire quotidienne et Il'incidence des
tumeurs montrent que les légumes verts et les fruits frais contiennent plusieurs composants
protecteurs contre le cancer chez I'Homme (STEINMETZ & POTTER, 1991). De plus,
I'amélioration des lésions oxydatives en piégeant les radicaux libres générés lors du stress oxydant

(OSS) pourrait protéger les cellules contre la cancérogénicité (KETTERER et al., 1990).

C'est dans cette perspective que s'inscrit ce travail, dont I'objectif principal est la recherche de
nouvelles drogues d'origine végeétale. Ce projet vise a fournir a la thérapeutique de nouvelles
Plantes Médicinales et/ou de nouvelles molécules bioactives susceptibles d'étre exploitées dans le
domaine médical, en vue de la production de phyto-médicaments aux propriétés antibactériennes,

antioxydantes ou anticancéreuses.

La thématique de cette étude s'est appuyeée sur les fondements des méthodes de recherche en
Pharmacognosie ; la plante choisie I’ Agave américaine Agave americana L. variété americana a
été étudiée selon la méthode systématique de recherche en Pharmacognosie, un screening
botanique a été entrepris en procédant a un criblage avec une Plante Médicinale du méme genre La
Sisal, Agave sisalana Perr. (Fig. 10), qui est une plante cultivée pour sa fibre, ainsi que pour sa
valeur ornementale et médicinale (DEBNATH, 2010).
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FIG. 10: Agave sisalana Perr. (QUEIROGA, 2021)

D'un point de vue médical, la Sisal est utilisée dans le traitement de certaines maladies infectieuses
et de dysfonctionnements corporels (BOWN, 1995). Elle est employée en interne comme
antiseptique de I'estomac et de l'intestin, antihypertenseur (NOBEL, 1994), et dans le traitement

de l'indigestion, des flatulences, de la constipation et de la jaunisse (BOWN, 1995).

Sa séve est utilisée pour fabriquer de la gomme arabique (un agent liant) et des résines pour
I'industrie pharmaceutique (BOWN, 1995). Elle peut également étre prise en interne pour traiter
la diarrhée et la dysenterie (CHEVELLIER, 1996). La gomme extraite de sa racine est utilisée
pour soulager les maux de dents, tandis que la racine elle-méme posséde des propriétés diurétiques
et diaphorétiques. Elle est également utilisée pour traiter la Syphilis, les inflammations locales et
les tumeurs (DUKE & AYENSU, 1985).
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Cependant, cette plante est considérée comme une source prometteuse de biomolécules ayant un
potentiel pour des applications alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Parmi ces
biomolécules, les saponines sont les plus couramment étudiées (SIDANA, SINGH & SHARMA,
2016) ; elles sont utiles pour la fabrication de savon et possédent une grande importance
pharmacologique (DEBNATH, 2010). D'autres composés phénoliques, tels que les flavonoides,
les homoisoflavonoides et les acides phénoliques, sont également notables (ALMARAZ-
ABARCA et al., 2013).

Le développement de cette étude a travers nos travaux de these s’échelonnera sur trois chapitres:
D'abord le premier étant une Introduction générale est abordé a travers une revue de la littérature
faisant état de ce qui est connu sur la thématique de recherche ; il en découle, I'nypothese ainsi que
les différents objectifs de cette étude. Ensuite le deuxieme chapitre illustre les Matériels et
Méthodes utilisés dans les différentes manipulations : I'étude ethnobotanique, 1’étude physico-
chimique comportant le screening chimique qualitatif, I'extraction, les dosages, I’identification et
les quantifications I’étude in Silico, ainsi que 1’étude pharmacologique permettant d’évaluer les
activités biologiques in vitro des pouvoirs antioxydants et antibactériens, de méme que les
manipulations in vivo du test antitumoral des flavonoides extraits. Le troisieme chapitre est
consacré a la présentation, l'analyse et 1’interprétation des résultats obtenus au regard de la
littérature. Au bout du compte, notre manuscrit est ponctué d’une Conclusion générale qui portera

sur une lecture attentive des différents résultats obtenus et des Perspectives envisageables.
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2. MATERIELS ET METHODES
2.1. Matériels

2.1.1. Matériel végétal

Dans notre étude expérimentale nous avons étudié les feuilles de I’ Agave américaine : /’Agave
americana var. americana L. prélevée le mois de janvier 2016 du lac Tonga (Parc National d’El
Kala) (Fig.11). Les feuilles d’Agave ont été découpées en petits morceaux, rincées a l'eau,
séchées pendant 72 heures a 1’étuve a 35°C, et broyées deux fois pour obtenir une poudre fine

permettant la réalisation des tests en laboratoire.

FIG. 11: Agave americana var. americana L. (Lac Tonga PNEK)

o Description de la zone d’étude

Le lac Tonga (voir Fig. 12), d'une superficie de 2700 hectares, est situé a 36° 53' Nord et 8° 31'
Est, a I'extréme nord-est du Parc National d'El Kala, dans la Wilaya d'El Taref, au sein de la
commune d’Oum Teboul. II se trouve a 70 km a l'est de la ville d’Annaba. Ce lac occupe une
vaste dépression cotiere de 2700 hectares, s'étendant sur 7,5 km de long et 4 km de large, avec
une profondeur moyenne de 2 métres. Le lac Tonga est séparé au nord de la mer par des crétes
dunaires dont I’altitude varie entre 75 et 100 métres, et au nord-ouest, il est bordé par un djebel

culminant & 167 métres. A l'est et au sud, ses limites sont définies par les montagnes de la
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Kroumirie, qui longent la frontiere Algéro-tunisienne, tandis qu'a I'ouest, il est délimité par le
bassin versant du lac Oubeira (BOULAHBEL, 1999).

e ;
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FIG. 12: Localisation géographique de la zone d’étude par image satellite (Google Earth
Version 7.1.7.2600)

2.1.2. Matériels Biologiques
= Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence American Type Culture
Collection (ATCC), obtenues du Département de Biochimie, laboratoire de Microbiologie, il
s’agit de : Staphylococcus aureus ATCC 259230, Klebsiella pneumoniae ATCC 7006030,
Escherichia coli ATCC 259229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Enterococcus
faecalis (ATCC 29212).

o Rats Wistar

Présentation
Les traitements et protocoles expérimentaux ont été réalisés conformément aux principes et

recommandations en matiere de santé animale, tels que stipulés dans la publication NIH No.
85-23 revisée en 1985.
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Le matériel biologique utilisé dans cette étude est constitué de rates albinos de la souche Wistar,
specifiquement des Rattus norvegicus, obtenues a I’Institut Pasteur d’Alger le 13 janvier 2016,
ageées de 2 mois. Ces rongeurs sont des mammiféeres nocturnes. La puberté se manifeste entre
50 et 60 jours apres la naissance pour les deux sexes. L'espérance de vie d'un rat varie de 2,5 a
3 ans, en fonction de la souche, du sexe, des conditions environnementales et d'autres facteurs
(BAKER, LINDSEY & WEISBROTH, 1980).

A leur arrivée, ces rates pesaient entre 110 et 130 grammes. Au moment de I'expérimentation,
leur poids moyen était de 180 + 20 grammes. Elles étaient maintenues dans des conditions
d'élevage optimales au sein de l'animalerie du Département de Biologie, a la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, Universitt BADJI Mokhtar d'Annaba. Les taux de
température variaient entre 25 et 30 °C, avec un taux d'’humidité de 60 a 70 %. La photopériode
était de 12 heures de jour et 12 heures de nuit. De plus, une période d'acclimatation de 10 jours

a été accordée aux rates avant le début des manipulations.

Lieu d'élevage et conditions expérimentales

Les animaux ont été élevés dans des cages translucides en polyéthyléene congues pour offrir un
environnement propice a leur bien-étre (voir Fig. 13), qui étaient nettoyées régulierement pour
maintenir une bonne hygiéne. La litiere, constituée de copeaux de bois, était remplacée tous les
deux jours afin d'assurer un cadre de vie confortable. Ces rates sont dociles et faciles a
manipuler. Elles ont été réparties en cing lots expérimentaux de dix rates chacun, chaque lot

étant divisé sur deux cages (voir Fig. 14).

FIG.13: Mise en cages des rates.
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FIG.14: Dispositif expérimental mis en ceuvre.

Les animaux ont été manipulés par le méme expérimentateur afin de minimiser le stress.
L'alimentation fournie aux rates provient du Groupe Sidi Ibrahim, a EI Chorfa, et se compose
de mais, de tourteaux de soja, d'huile de soja, de carbonate de calcium, de phosphate, de poly-
vitamines (A, D3, E), d'oligo-éléments, d'acides aminés et de sel. De I'eau de robinet est
disponible en libre-service dans des biberons ad Libitum.

2.2. Méthodes

2.2.1. Enquéte Ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique a été réalisée entre novembre 2016 et mai 2017 ; avant de
commencer I'étude ethnobotanique sur le terrain, nous avons d'abord identifié les différents
milieux d'enquéte dans la zone d'étude, en utilisant des techniques d'échantillonnage. Par la
suite, nous avons mené des enquétes basees sur des entretiens directs avec la population locale,
portant sur la connaissance et les usages de I'Agave. Pour établir un inventaire ethnobotanique
varié et aussi complet que possible d'une zone a l'autre dans la région, I'enquéte a été realisee a

I'aide d'une fiche dédiée (voir Annexe 01) et de photographies de I'Agave.

. Echantillonnage Selon le découpage administratif, la wilaya d'Annaba est divisée
administrativement en douze communes urbaines (voir Fig. 15). Pour cette étude, I'échantillon
a été constitué selon un mode d'échantillonnage probabiliste (aléatoire), organisé en strates.
Quatre strates ont été définies, correspondant a des groupes de communes urbaines regroupées

selon leur convergence :
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o Groupe A : comprend les communes d'Annaba et de Séraidi.

o Groupe B : inclut les communes d'El Bouni, Sidi Amar et El Hadjar, jusqu'a
Chebaita Mokhtar.

o Groupe C : regroupe Berrahel, Oued EI Aneb, Treat et Chétaibi.

o Groupe D : rassemble Ain Berda, Cheurfa et El Eulma.

. Outil de recherche utilisé Pour garantir une meilleure représentativité de la région,
nous avons adopté un échantillonnage aléatoire stratifié proportionnel. Des échantillons de 25
personnes ont été constitués pour chacune des quatre strates, ce qui a permis de former un
échantillon global de 100 personnes, représentant les principales caractéristiques de la

population de la wilaya d'Annaba (répartition selon le genre, I'age, etc.).

Afin d'assurer une grande objectivité dans les données recueillies, I'enquéte a été réalisée a I'aide
d'une fiche d'enquéte ou d'un questionnaire, accompagnée d'une photographie de I'Agave. Ce

questionnaire, préétabli, se concentre sur quatre axes principaux:

o Profil de I'informateur : informations sur I'age et le genre.
o Connaissance et noms vernaculaires de I'Agave.

o Utilisation de la plante : maladies traitées, parties utilisées et efficacite.
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FIG. 15: Situation géographique et découpage administratif de I’aire d’étude
(SAOULLI, 2018).

2.2.2. Essai botanique

Pour identifier les différents tissus constituant la feuille d'’Agave americana L. var. americana,
une coupe transversale a été réalisée au niveau des pointes terminales des feuilles en raison de
leur taille et rigidité (Fig. 16). La technique d'observation vitale a été appliquée, utilisant une
double coloration avec le Rouge Congo et le Vert de Méthyle. Cette méthode permet de

visualiser distinctement les différents types de tissus présents dans la feuille, facilitant ainsi

I'étude de leur structure et de leur fonction.
~

Coupe

BOUKHEDIR et al., 2024

FIG.16: Pointe terminale de la feuille d’Agave.
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Cette technique consiste a réaliser des coupes aussi fines que possible, aprés avoir immerge les
organes de la plante dans de I'éthanol a 75 %, qui sert a la fois de fixateur et a éliminer la
chlorophylle. Les coupes sont ensuite traitées successivement avec des solutions diluées
d'’hypochlorite de sodium et d'hydroxyde de sodium, ce qui permet de détruire le contenu

cellulaire et de bien délimiter les parois.

En appliquant successivement le Vert de Méthyle et le Rouge Congo (voir Annexe 02), les
parois cellulosiques se colorent en rose, tandis que les parois lignifiées ou sclérifiées prennent
une teinte verte (LANGERON, 1934)

Les coupes ont été préparées en les placant dans un verre de montre et en les traitant
successivement. Tout d'abord, elles ont été immergées pendant 15 a 20 minutes dans une
solution d’hypochlorite de sodium dilué au %%, ce qui a permis de détruire le contenu cellulaire
et de blanchir les membranes. Aprés ce traitement, les coupes ont été lavées une fois a I'eau
distillée.

Ensuite, elles ont été plongées dans un bain de solution d’hydroxyde de sodium a 5 % pendant
3 minutes pour éliminer I'amidon, puis lavées deux fois a I'eau distillée. Pour éliminer les traces
d'hypochlorite et faciliter la fixation des colorants, les coupes ont été lavées une fois dans un
bain d'eau additionnée de quelques gouttes d'acide acétique.
Les coupes ont ensuite été traitées avec du Vert de Méthyle pendant 1 a 3 minutes, ce qui a
permis de colorer les tissus lignifiés en vert et les tissus subérifiés en marron. Elles ont été
rapidement lavées a I'eau distillée apres ce traitement.
Enfin, les coupes ont été colorées avec le Rouge Congo pendant 15 minutes. Ce réactif a coloré
en rose ou en rouge les tissus cellulosiques, selon I’intensité de la cellulose présente. Aprés un
dernier lavage a I'eau distillée, les coupes ont été montées entre une lame et une lamelle pour
observation microscopique (LANGERON, 1934).

2.2.3. Essai physico-chimique

2.2.3.1. Tests Qualitatifs -Screening phytochimique —

Le screening chimique est une technique utilisée pour identifier les groupes chimiques présents
dans un organe végétal par le biais de réactions physico-chimiques. Les tests préliminaires
visant a déterminer les principaux groupes chimiques ont été réalisés selon les méthodes

décrites par Harborne en (1973).
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e Tests préliminaires sur ’infusé

Recherche des Tanins Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles qui se divisent
en deux catégories. Les tanins galliques ou ellagiques sont des esters de I'acide gallique et du
glucose, et ils sont considérés comme des composés hydrolysables. En revanche, les tanins
catéchiques, également appelés tanins condensés, sont non hydrolysables. L'importance des
drogues contenant des tanins réside dans leurs propriétés tannantes, leur permettant de stopper
les hémorragies et de lutter contre les infections (BRUNETON, 2002).

o Caractérisation

A 5ml de’infusé a10% (voir Annexe 03), ImL d’une solution de Chlorure ferrique (FeCls)
a 1% (voir Annexe 03) a été ajouté goutte a goutte — 1’apparition d’une coloration verdatre
indique la présence des Tanins Catéchiques, bleue noiratre indique la présence de Tanins
Galliques (HARBORNE,1973).

o Test de confirmation

A 30ml de I’infusé a 10%, 15mL de réactif de STIASNY ont été ajoutés (voir Annexe 03),
aprés chauffage de 30mn au bain-marie, I’observation d’un précipité orange indique la
présence des Tanins Catéchiques (HARBORNE,1973).

Recherche des Anthocyanes Ce sont des composés qui existent sous forme d'hétérosides
formés par la condensation d'une molécule non glucidique (appelé aglycone) et d'oses et
souvent, de groupes acyles. L'aglycone qui les caractérise est un anthocyanidol de la classe des
flavonoides. En 2006, 539 Anthocyanosides ont été recensés (BRUNETON, 2002).
o Caractérisation
La recherche des Anthocyanes repose sur le changement de la couleur de I’infusé a 10%
(voir Annexe 03), avec le changement de pH.
A I’infusé a 10% quelques gouttes d’HCI pur ont été ajoutées le changement de la couleur
a été observeé et suivi par ’ajout de quelque gouttes de NHsOH — le changement de la
premiére couleur indique la présence des Anthocyanes (HARBORNE,1973).
Recherche des Leuco-anthocyanes Comme les flavonoides, les Leucoanthocyanes sont des
pigments qui contiennent des principes actifs permettant de maintenir les vaisseaux sanguins
en bon état (BRUNETON, 2002).
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o Caractérisation
Apres un chauffage au bain marie & 50°C pendant quelques minutes de 05mL de I’infusé,
mélé a 04mL d’alcool Chlorhydrique (voir Annexe 03) — 1’apparition d’une couleur rouge

cerise indique la présence des Leuco-anthocyanes (HARBORNE,1973).

e Tests préliminaires sur le décocté

Recherche des Saponosides Ce sont des hétérosides de stérols et de triterpénes trés répandus
chez les végetaux. Les Saponosides sont caractérisés par leurs propriétés tensions actives
(abaisse la tension superficielle). Ils se dissolvent dans I’eau en formant une solution moussante
(aphrogenes) (BRUNETON, 2002).
o Caractérisation
Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de I’indice de mousse - degré
de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées-
02 g de matériel végétal sec broyé sont utilisés pour préparer une décoction avec 100mL
d’eau (voir Annexe 03).
A partir de cette solution mere, 10 tubes a essais (1,3cm de diamétre interne) ont été préparés
dans lesquels un volume croissant de 1, 2,.., 10mL, a été déposé et le volume finale de
chaque tube a essais a été ajusté a 10ml avec 1’eau distillée, chacun des tubes est agité avec
énergie en position horizontale pendant 15 secondes. Aprés un repos de 15min en position
verticale, la hauteur de la mousse persistante a été relevée en cm. Si elle est proche de 1cm

dans le X ®™ tube, alors I’indice de la mousse est calculé par la formule suivante :

__ Hauteur de mousse (en cm)dans le x tube x 5
B 0,0x

La présence des Saponosides dans la plante est confirmée avec I’indice I est supérieur a
100 (HARBORNE,1973).

e Tests préliminaires sur la poudre

Recherche des Alcaloides La majorité des principes actifs des Plantes Médicinales est issue
des Alcaloides et des Hétérosides. Les Alcaloides sont des substances organiques azotees, qui
se comportent comme des bases donnant des réactions de précipitations avec certains réactifs
(BRUNETON, 2002).
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05g de la plante séchée et broyée sont mélanges avec 50mL d’HCl a 1% (voir Annexe 03)
dans un récipient, apres une macération et filtration du melange quelques gouttes de réactif
de Draguendorff ont été additionnées au filtrat — 1’apparition d’un précipité orangé indique
la présence des Alcaloides (HARBORNE,1973).

Recherche des flavonoides Ce groupe est tres répandu chez les végétaux. Ils sont responsables
de la coloration jaune de certaines fleurs et de certains fruits. Ils se trouvent le plus souvent sous
la forme d’hétérosides ou de flavonosides dont la génine est un dérivé de la phénylchromone
(flavone vraie) Les flavonoides sont essentiellement employés comme des médicaments de
I’insuffisance veineuse (BRUNETON, 2002).
o Caractérisation
10g de drogue pulvérisée sont macéres dans 150mL d’HCl a 1% pendant 24h, aprés avoir
filtré le mélange, test suivant a été réalisé : 10mL du filtrat ont été pris et rendus basique
par I’ajout du NH4OH, aprés un repos de 3h — I’apparition d’une couleur jaune claire dans

la partie supérieure du tube indique la présence des Flavonoides (HARBORNE,1973).

Recherche des Cardinolides Ce sont des structures de saponosides stéroidiques, lls se
présentent sous forme glycosylée ou sous forme aglycone (génine) (BRUNETON, 2002).
o Caractérisation
01g de poudre seche est macéré dans 20mL d’eau distillée pendant 3h, apres filtration 20mL
de filtrat ont été prélevés et mélangés a une solution de 10mL de Chloroforme (CHCls) et
d’Ethanol pur (C2HsOH), la phase organique a été évaporée dans un bain de sable a 90°C,
le précipité est ensuite dissout dans 03mL d’Acide Acétique glacial, en ajoutant quelques
gouttes de FeCLs suivi de 01mL d’H2SO4 concentré sur les parois du tube. L’apparition
d’une couleur verte bleue dans la phase acide indique la présence des Cardinolides
(HARBORNE,1973).

Recherche des Terpenes et Stérols La structure des terpénes est formée dans la majorité des
cas de ’'union de deux ou de plusieurs molécules d’Isoprénes CsHs. Ce sont des constituants
odorants des essences végétales : 1’Ascaridiose est le seul peroxyde terpénoide de nature
connue. Il posséde des propriétés pharmacodynamiques trés variées en relation avec les
différentes fonctions liées au squelette terpénique (BRUNETON, 2002).
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o Caractérisation

Fa

05g de poudre sont maceérés dans 20mL d’Ether de Pétrole, aprés avoir filtré et évaporé la
phase organique dans un bain de sable a 90°C, le résidu est dissout dans 05mL d’Acide
Acétique en ajoutant 01mL d’Acide Sulfurique concentré. Dans la zone de contact entre les
deux liquides il se forme un cercle marron ou violet ensuite il vire vers le gris, ce

changement du cercle indique la présence des Stérols et Terpenes (HARBORNE,1973).

Recherche de I’Amidon C’est un glucide complexe (polyoside) compose de chaines de
molécules de D-Glucose. Il s'agit d'une molécule de réserve énergétique pour les végétaux
supeérieurs et un constituant essentiel de I'alimentation humaine (BRUNETON, 2002).

o Caractérisation
01g de poudre de matiére végétale est macéré dans 03mL d’cau distillée chaude pendant 01h,
apres filtration, quelques gouttes de réactif d’amidon (liqueur de Fehling) ont été ajoutées a la
solution aqueuse. L’apparition d’une couleur bleue violacée indique la présence d’Amidon

(HARBORNE,1973).

Recherche des dérivés Anthracéniques Ce sont des hétérosides anthracéniques ayant en
commun un noyau de base anthracéne, nous avons les Anthracéniques libres (les Quinones) et
les Anthracéniques combinés (les O-hétéroside, les Hétérosides a génine réduite et les C-
hétérosides (BRUNETON, 2002).

o Caractérisation
Dans un tube a essai, 01 g de poudre a été introduit avec 10 mL de CHClIs, puis chauffé au bain-
marie bouillant pendant 01 minute, apres une filtration sur papier buvard le volume a été
complété a 10 mL avec du Chloroforme ce qui a constitué I’extrait Chloroformique.
Hydrolysat a été préparé a partir du résidu de poudre épuisé par le Chloroforme est additionné
a10 mL d’eau et 01 mL de HCI concentré. Aprés un chauffage au bain-marie bouillant pendant
15 minutes, la solution a été refroidie sous un courant d’eau et filtrée. Le filtrat a été complété
a 10 mL avec de I’eau distillée.
Les Anthracéniques libres (les Quinones) Elles sont de nature anthracénique plus ou moins
oxydée (anthrone, anthranol, anthraquinone).
La coloration plus ou moins rouge de I’extrait chloroformique (01 mL) additionné de NHsOH
dilué au %2 indique la présence d’anthraquinones libres (HARBORNE,1973).
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Les Anthracéniques combinés

Fa

Les O-Hétéroside C’est une substance qui résulte de la condensation d’un ou de plusieurs
sucres avec de la génine par un groupement d’hydroxyle, alcoolique ou phénolique
(BRUNETON, 2002).

o Caractérisation
Un mélange a volume égal de 01mL d’hydrolysat et de CHCI3 a été préparé et agité, apres une
décantation de la solution la phase organique a été soutirée et mise dans un tube a essai puis
agitée avec 01 mL de NH4OH dilué au %. La présence d’Anthraquinone est révélée par la
coloration rouge plus ou moins intense (HARBORNE,1973).
Les Hétérosides a génine réduite
05 mL d’hydrolysat et 03 a 04 gouttes de FeCls a 10% ont été introduit dans un tube a essai, le
tout a été porté au bain-marie bouillant pendant 05 minutes puis refroidit sous courant d’eau.
Apres refroidissement, la solution a été agitée avec 05 mL de Chloroforme et la phase
chloroformique a été ensuite soutirée et agitée avec 01mL de NH4OH dilué au %. En présence
de produit d’oxydation anthranol, anthrone, la coloration rouge sera plus intense que
précédemment (HARBORNE,1973).
Les C-Hétérosides Ce sont des Anthracénosides combinés qui correspondent a I’union d’un
sucre avec une génine par une liaison C-C (BRUNETON, 2002).

o Caractérisation
La phase aqueuse a été additionnée a 01 mL de FeClz a 10% puis chauffée au bain-marie

pendant 30 minutes. Apreés refroidissement sous courant d’eau, cette solution a été agitée avec
05 mL de Chloroforme. La phase chloroformique soutirée a été agitée a son tour avec 01 mL
de NH4OH dilué. L’existence des C-hétérosides est confirmée par la coloration plus ou moins
rouge apres agitation (HARBORNE,1973).

Recherche des Coumarines Les coumarines viennent du mot — Coumarou- nom vernaculaire
de la feve de Tonka (Coumarouna odorata). Ce sont des derivés de la benzo_pyrone ou la
lactone de I’acide O hydroxy-cinnamiques. Les propriétés chimiques sont principalement dues
a la fonction lactone insaturée notamment 1’ouverture de 1’anneau lactonique en milieu alcalin
(BRUNETON, 2002).
o Caractérisation

La poudre de la plante a été macérée pendant 24 heures dans 1’éther de pétrole. 05 mL de cet
extrait a été évaporé a I’air libre. Le résidu a été repris par 02 mL d’eau chaude puis divisé entre

deux tubes a essai.
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Dans un des tubes 0,5 mL de NH4sOH a 25% a été introduit. L’observation d’une fluorescence

Fa

intense sous UV a 366 nm dans le tube ou il a été ajouté le NH4OH indique la présence de
Coumarines (HARBORNE,1973).

Recherche des Iridoides Les iridoides, au sens strict, sont des monoterpénes irréguliers
particulierement instables. Leur dégradation est a I’origine du brunissement rapide des plantes
les renfermant, une fois récoltées. Ils prédominent sous une forme hétérosidique. 1ls peuvent
étre extraits par des solvants polaires (BRUNETON, 2009).
o Caractérisation

Une décoction a été réalisée en ajoutant 01 g de matiere végétale a 20 mL d'eau distillée Le tout
est a été porté a ébullition pendant une heure. Aprés refroidissement, le filtrat a été évaporé, et
01 mL de HCI concentré a été ajouté au résidu. La présence d'un précipité noiratre apres

chauffage de la solution indique un résultat positif (NAJJAA et al., 2011).

B- Screening phytochimique par Chromatographie sur Couche Mince

La Chromatographie sur Couche Mince est une technique physique de séparation des
constituants d'un mélange complexe, utilisant une phase mobile liquide (éluant) constituée par
un mélange de solvants qui migre le long d'une phase stationnaire et en se basant sur les
phénoménes d'adsorption et de partage (TREASE et AVANS, 1972). L'analyse séparative,
notamment par Chromatographie sur Couche Mince (CCM), compléte la caractérisation
obtenue par criblage phytochimique. Des plaques CCM (gel de silice sur support aluminium 60
F254 Merck Allemagne) de dimensions 7,5 cm x 10 cm ont été utilisées comme phase
stationnaire, avec différents solvants et réactifs comme éluants et révélateurs (Tab. 02). Si
nécessaire, une lampe UV est utilisée pour identifier les composants. Les extraits ont été
préparés dans les solvants respectifs a une concentration de 100 mg/mL. Des volumes de 10 pL
des extraits ont été appliqués manuellement sur la plaque a I'aide des capillaires, placée a 01 cm
du bas et a 01,5 cm du bord de la plague, des spots circulaires de diamétre inférieur a 04 mm
ont été réalisés et la distance entre deux spots était de 01 cm. Les plaques ont été séchées a I’air
ambiant et placées dans les cuves de migration en verre saturées par les phases mobiles
appropriées. La distance de parcours de 1’éluant a été de 08 cm a partir du point de dépot des
spots. Aprés migration, les plaques ont été retirées, séchées, examinées sous UV254 nm et

UV365 nm, et ensuite révélées avec un réactif spécifique pour 1’identification des groupes
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chimiques. Les taches obtenues ont été repérées, les distances de migration de celles-ci

mesurées et les rapports frontaux R ont été calculés comme suit :

f=

[ _ Distance parcourue par la tache ]

Lalongueur totale

TAB. 02: Différents systéemes de solvants et agents de pulvérisation des tests de confirmation

utilisés pour le profilage CCM des substances phytochimiques

Métabolites Solvants Phase mobile Révélation Références
secondaires d’extraction
Flavonoides Méthanol Acide acétique AIClza 05% dans un (DOHOU et
15% dans I’eau mélange eau/ al., 2003)
Méthanol (1 :1)
Tanins Acétone Acétate d’éthyle /  FeCls/ Acide Acétique (SY etal.,
Méthanol/ eau / eau (2 :2 :96) 2008)
(40 :8:5)
Phénols Méthanol Méthanol/ eau FeCls a 10% (MEHTA et
(2:1) al., 2017)
Coumarines Chloroforme Acétate d’éthyle/ Ammoniaque NHs (DOHOU et
Toluene (10 :93) al., 2003 ;
ALILOU et
al., 2014)
Anthraquinones | Méthanol Acétate d’éthyle/ KOH a 10% dans (OKOMBE
Méthanol/ eau I’éthanol EMBEYA,
(81:11:8) 2011)
Alcaloides Méthanol Acétate d’éthyle/ Draguendorff (MEHTA et
Chloroforme/ eau al., 2017)
(5:3:1)
Iridoides Ethanol a60°  Chloroforme HCl au 1/10 et un KOOIMAN
Ethanol-Eau (50 :  séjour a I'étuve a 100  (1969) et
35:10) C° pendant quelques d’INOUYE et
minutes al., (1969)

2.2.3.2. Tests quantitatifs

A- Dosages des métabolites secondaires-

o Dosage des Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par spectrophotométrie UV-visible a 510 nm selon la

méthode d’AlCIz qui forme un complexe jaune avec les flavonoides (TSHIBANGU et al.,
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2016), en utilisant comme standard la Catéchine, les teneurs en flavonoides sont exprimées en

pg EQ/mg d’extrait.

= Préparation des extraits
0,5 g de la matiere séche est extrait avec 10 mL de (Me-OH/H20 ; 7 : 3 ; V/V) pendant 24

heures dans 1’obscurité. Le filtrat obtenu est utilisé pour 1’analyse.

= Meéthode
01mL de I’extrait convenablement dilué et de la solution du composé étalon, Catéchine (20, 40,
60, 80, 100 mg/L) a été introduit dans une fiole jaugée de 10 mL contenant au préalable 4 mL
d’eau distillée. A I’instant t = 0, on y introduit 0,3 mL de NaNO2 a5 % (P/v). At=5mnony
ajoute 0,3 mL de AICIz a 10 % ; 6 minutes aprés, on y ajoute 02 ml de NaOH a 1M.
Immédiatement le mélange réactionnel a été dilué avec 2,4 mL d’eau distillée et agité
vigoureusement.
L’absorbance de la solution rose est déterminée a 510 nm contre un blanc (contenant du
Méthanol) a 1’aide d’un spectrophotométre (WPA UV-Visible) (LAMAISON & CARNET,
1990 ; HUANG et al., 2004).

o Dosage des Polyphénols

Les Polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant la méthode de Folin
Ciocalteu.

= Préparation des extraits
0,5 g de la matiére seche est extrait avec 10 mL de (MeOH/H0; 7:3; V/V) pendant 24 heures
dans I’obscurité. Le filtrat obtenu est utilisé pour 1’analyse.

= Meéthode
01mL d’extrait de plante ou de la solution d’Acide Gallique (10, 20, 40, 60, 80, 100 mg/L)
convenablement dilué a été introduit dans une fiole jaugée de 25 mL contenant initialement 09
mL d’eau distillée. Ensuite 01 mL du réactif de Folin Ciocalteu a été ajouté et agité

vigoureusement.

Aprés 5 minutes, une solution de Na2COsz a 7% (10 mL) a été ajoutée tout en agitant. La solution
est immédiatement diluée et ajustée au trait de jauge avec de ’cau distillée et le mélange a été

agité vigoureusement.

54|Page



\

TN

[ K&l MATERIELS ET METHODES

Apres une incubation de 90 min dans 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a été

Fa

mesurée a 750 nm en utilisant le Méthanol comme blanc a I’aide d’un spectrophotométre (WPA
UV-Visible).

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en équivalents de mg de 1’Acide Gallique par
gramme de plante séche en se réferant a la courbe d’étalonnage de 1’Acide Gallique. Tous les
essais sont reproduits en triplicata et la teneur en polyphénols des échantillons analysés ont été
déterminées par la relation suivante : (SINGLETON et al., 1999 ; HEILEROVA et al., 2003)

[ Teneur en polyphénols (mg / 100 g) =100 (C.V) /m ]

C : Concentration de 1’extrait.
V : Volume de solvant utilisé pour 1’extraction (en litres)
m : Masse en grammes de la prise d’essai.
B- Extraction des flavonoides

= Protocole
Afin d’extraire l'ensemble des flavonoides (aglycones et glycosylés), nous avons suivi la
méthode décrite par Harborne (1989), illustrée a la (Fig. 17). Un poids de 100 g de poudre
végétale (feuilles) a été mis en macération dans 500 mL d'un mélange de méthanol et d'eau (7/3,
v/v) pendant 24 heures, puis filtré a I'aide d'un papier filtre. Cette étape a été répétée quatre fois
avec le méme mélange de solvants, et la quatriéme maceration a été chauffée. Le filtrat total
obtenu a été évaporé a moins de 70 °C jusqu'a obtenir un résidu sec. Ce résidu a ensuite été
maceéré dans de I'eau bouillante pendant une nuit, puis filtré a I'aide d'un papier filtre n° 589. La
deuxiéme étape consiste a 1’affrontement de la phase aqueuse obtenue avec du n-butanol. Dans
une ampoule a décanter, le filtrat a été mélangé avec du n-butanol. Aprés agitation et
décantation, deux phases ont été formées : une phase organique (butanolique) en haut et une
phase aqueuse, plus dense, en bas. Les deux phases ont été séparées, et la phase aqueuse a été
soumise a deux autres extractions avec le méme solvant, le n-butanol, afin d'extraire un

maximum de substances flavonoidiques.

Enfin, la phase organique totale obtenue a été évaporée a sec a 65 °C a l'aide d'un évaporateur
rotatif (BUCHI Rotavapor R-114, équipé d'un bain-marie BUCHI Waterbath B-480). Le résidu
d'évaporation represente donc I'extrait total de flavonoides qui sera utilisé dans cette étude.

= Calcul de rendement
Le poids de I'extrait sec a été déterminé par la différence entre le poids du ballon plein et celui
du ballon vide. L'extrait butanolique, récupéré apres évaporation a sec et sous pression réduite,
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a été pesé pour obtenir le poids sec résultant. Le rendement a ensuite été calculé par rapport a

R

100 g de matériel végetal sec, et le résultat a été exprimé en pourcentage (p/p).

poids de la poudre

. ids de I’ i
[ Rendement d’extraction = t——-° extrait 100 ]

100 G DU MATERIEL VEGETAL
SEC ET BROYE

03 macérations successives pdt 24h ]
500mL (MeOH-eau) (7/3 v/v) o
[ Filtration
Derniére maceération a chaud pdt 24h
500mL (MeOH-eau) (7/3 v/v) Filtration |

Evaporation a moins de 70°C a @
: RESIDU |
I
Macération (12h) dans de
I’eau bouillante I
Filtration

03 affrontements successifs par le
n-Butanol

S S s s

]
]
: TOTAIF

PHASE AQUEUSE
TOTALE

Evaporation rotative a 65°C

RESIDU SEC — EXTRAIT BUTANOLIQUE
DES FLAVONOIDES TOTAUX --

FIG.17 : Protocole expérimental d’extraction des flavonoides (HARBORNE 1989).
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C- Analyse Chromatographique par HPLC

I

Fa

Pour déterminer la composition chimique des flavonoides extraits, une analyse
chromatographique en phase liquide (HPLC) a été réalisée. Cette analyse a été effectuée au
Laboratoire de Nutrition, Alimentation Fonctionnelle et Santé Vasculaire, a la Faculté de
Médecine de 1’Université de Monastir, en Tunisie.
La Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) est considérée comme la technique
chromatographique la plus puissante. Elle est dérivée de la Chromatographie Liquide (LC) et
repose sur l'application des théories et de I'instrumentation initialement développées pour la
Chromatographie en Phase Gazeuse (GC) (SANDY, 1991).
La Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance (HPLC) repose sur la pression de
la phase mobile, ou éluant, pour effectuer les séparations. Contrairement a la Chromatographie
sur Colonne, ou I'élution se fait de maniére gravitationnelle, la HPLC utilise une pompe pour
appliquer une forte pression, ce qui favorise la séparation des composés (SNYDER et al., 2011).
Cette méthode est largement utilisée, en particulier dans le domaine de la chimie des substances
naturelles, pour la séparation et I'identification de divers composés. Elle est souvent associée a
la Spectrométrie de Masse ou a la Spectrométrie UV-visible. De plus, la HPLC est également
employée pour l'identification, la séparation et la quantification de certaines familles de
molécules présentes dans les extraits de plantes (BOBZIN et al., 2000; CHANDRA et al.,
2001).

o Appareillage

Lors du dosage des composés phénoligues, nous avons utilisé un chromatographe de la marque
Hewlett Packard (Waldbronn, Allemagne) équipé d'un injecteur de modéle Rheodyne 7725
(Cotati, CA, USA). Cet appareil comprend un réservoir pour la phase mobile, une pompe de
type HP-1100 et un détecteur UV réglé a 280 nm. La colonne utilisee est une Technochrom
Eurosphére 100 (gel de silice-C18, 250 x 8 mm). Les données recueillies ont été analysées a

I'aide du logiciel de chromatographie HPCHEM.
o Conditions opératoires

Le volume d'injection des flavonoides était de 20 pL. La phase mobile était constituée
d'acétonitrile (Phase A) et d'une solution d'acide sulfurique mélangée a de I'eau ultra pure dans
un rapport de 2/98 (v/v) (Phase B). Le débit d'écoulement de la phase mobile était fixé a 0,8
ml/min. Le programme d'analyse a été récapitulé dans le tableau suivant (Tab. 03) :
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TAB. 03: Gradient d’¢lution pour 1’analyse chromatographique des flavonoides.

Temps (min) % de la phase mobile
(A)

0 15

12 40

14 60

18 80

20 90

24 100

28 100

D- Evaluation des propriétés médicamenteuses et de PADMET des composés

identifiés in Silico

L’évaluation des propriétés similaires a celles des médicaments (Drug-likeness) d’un composé
médicinal est essentielle pour déterminer sa biodisponibilité orale, étant donné que de
nombreux médicaments sont administrés par voie orale. La régle des cing de Lipinski a été

utilisée pour évaluer les ligands naturels les plus importants selon ce critére fondamental.

La prédiction des propriétés ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion) des
composés identifiés, ainsi que leurs caractéristiques pharmacocinétiques et leurs propriétés de

type médicamenteux, a été réalisée a 1’aide du serveur web SwissADME.

Le site ProTox-11 a été utilisé pour analyser le profil de toxicité. Il effectue des prédictions
basées sur de nombreux parametres, notamment la toxicité des organes (hépatotoxicité) et les

effets toxiques (cytotoxicité, cancérogénicité et immunotoxicite).
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La prédiction de la toxicité des composes a été classée en six catégories :

Q"\\

e Classe 1: extrémement létale (DL50 < 5 mg/kg)

o Classe 2 : mortelle (5 < DL50 < 50 mg/kg)

o Classe 3 : toxique (50 < DL50 <300 mg/kg)

e Classe 4 : nocive (300 < DL50 <2000 mg/kg)

o Classe 5 : potenticllement dangereuse (2000 < DL50 < 5000 mg/kg)
o Classe 6 : non toxique (DL50 > 5000 mg/kg)

2.2.4. Essai Physiologique
2.2.4.1. Etude des activités biologiques in vitro (tests chimiques)

A- Evaluation de I’activité antioxydante

Etant donné la complexité des processus d'oxydation et la diversité des antioxydants, qui
comprennent des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n'existe pas de méthode
unique pour representer le profil antioxydant d'un échantillon. Pour évaluer sa capacité
antioxydante, il est essentiel de combiner les résultats obtenus a partir de différents tests
complémentaires (TABART et al., 2009; DE GAULEJAC et al., 1999; HUA LI, 2008). Selon
PRIOR et al. (2005), les méthodes combinées (Tab. 04) montrent que les molécules ou extraits
naturels peuvent neutraliser les radicaux libres en transférant des électrons et/ou des protons
issus des réactions d'oxydation (PRIOR et al., 2005).

Pour évaluer l'activité antioxydante, trois méthodes ont été employées afin de caractériser le
profil antioxydant de I'Agave : le test de piégeage du radical libre DPPH, le test de réduction
du fer (FRAP) et le test ABTS. Deux extraits ont eté analysés : le premier est un extrait brut de
la plante, obtenu par macération de 1 g de poudre de la plante dans 10 mL de méthanol/eau
(7:3) (v:v) pendant 24 heures. Le second extrait a été préparé en macérant 10 mg de flavonoides
dans 10 mL de méthanol/eau (7:3) (v:v).
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TAB. 04: Récapitulatif des différents tests antioxydants in vitro (PRIOR et al.,2005).

Tests DPPII ABTS ou TEAC FRAP ORAC
Hr!ec:l.msmes + transfert d'électron majoritaire » transfert d'électron et de proton | #transfent d'électron + transfert de proton
réactionnels

Nature des molécules
testées

+ hydrophiles et lipophiles

* hydrophiles et lipophiles

*hydrophiles

+hydrophiles et lipophiles

Expression des

+ Clyy etlou en mg ou pmol

* Clgp et/ou en mg ou pmol

sen mg ou pmol équivalent Fe®*

* (g et'on en mg ou pmol

résultats quivalent Trolox™ Equivalent Trolox™ équivalent Trolox”
o +facile & mettre en ceuvre
Avants +trés facile & metire en ceuvre » pen :::;E?c‘;LE;ETE':;G”;;H“&?;T el trés facile 3 metire en ceuvre scoutenx (nécessité d'un fluorimatre)
Avamtages eolteux el :guteux P *peu couteux + Utilisation d'un générateur de
pe radicaux (ROO')
+ encombrement stérique de
mioléaules & hats paids +pH utilisé non physiologique
moléculaires +interfErences » produits de dégradation P PAYSIO 051 + mécanismes de géndration des
Inconvénients possibles 4 515 nm antioxydants o | nterférences possibles d 595 nms RO non physiologique  +
+forte dépendance au pH et au radical inexistant in vive interfErences avec compasés interférences possibles des protéines
solvant  +radical inexistant fn possidant E°< 0,77V
Vi
|Brand-Villiams ef al., 1995; |Awika &f al, 2003; Arts &f al, | [Benzie et Strain, 1996; Ou ef al., .
Références Pinelo et al., 2004] 2004; Osman et al., 2006] 2002] |Ou ef af., 2001; Lopez et at, 2003]
|Prior et af, 2005)
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o Test de piégeage du radical libre DPPH

1

D'un point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH* est recommandé pour les
composés contenant des groupes SH-, NH- et OH- (SALAH et al., 1995). Ce test s’effectue a
température ambiante, ce qui permet d'éviter tout risque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles. Il est largement utilisé pour évaluer I'évolution des extraits
hydrophiles provenant de thé vert, de jus de fruits, ainsi que de pépins et de pulpes de raisins,
qui sont particulierement riches en composés phénoliques (YI-ZHONG et al., 2006 ;
HATZIDIMITRIOU et al., 2007).

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (également connu sous le nom d'a,a-
diphényl-p-picrylhydrazyle) f(t I'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
entre la structure et I'activité antioxydante des composés phénoliques (BLOIS, 1958 ; BRAND-
WILLIAMS, 1995). Le DPPH" possede un électron non apparié sur un atome du pont d'azote
(Fig. 18). En raison de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas de dimeres,
et le DPPHe reste sous sa forme monomere relativement stable a température ambiante. Cette
délocalisation est également responsable de la couleur bleue caractéristique de la solution de
DPPHe. L'efficacité d'un antioxydant est mesurée en observant la diminution de cette coloration
bleue, résultant de la recombinaison des radicaux DPPHe, ce qui peut étre quantifié par

spectrophotométrie a 515-518 nm (POPOVICI et al., 2009).

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)
NO, NO,
' H
O;N N—N + AH—>0,N N—N + A
NO, NO,

VIOLET

FIG.18: Mécanisme d’action du DPPH (MOLYNEUX, 2004).
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e Test préliminaire sur CCM

Fa

Une plaque de gel de silice (60 F254 Merck Allemagne) possédant un support en aluminium a
été utilisée comme phase stationnaire, pour le systéme de migration, un mélange de n-Butanol,
Acétate d'Ethyle et Eau (B.A.W) dans un rapport de 4/1/5 (v/v/v) a été utilisé. Un volume de 5
pL d'extrait flavonoique (100 mg/mL) et de standard (5 mg/mL) a été déposé sur la plaque, qui
a ensuite été introduite dans une chambre de migration préalablement saturée par les vapeurs
de la phase mobile. Aprés le développement, la plaque a été séchée sous une hotte et révélée a
I'aide d'une solution méthanolique de DPPH a 2 % pour détecter les composés présentant une
activité antioxydante ; les constituants de I’extrait présentant une activité antiradicalaire
apparaissent sous forme de spots de couleur Jaune-blanc sur fond violet JUMA & MAJINDA,
2004).

e Test Spectrophotométrique

Cette partie a eté réalisée au Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO)
a I’Université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen. Le test repose sur la mesure de la capacité des
antioxydants a pieger le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe). Ce radical est réduit
a sa forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogene. L'effet de chaque
extrait sur le DPPH est évalué selon la procédure décrite par SANCHEZ-MORENO et al.
(1999).

Un volume de 50 pL de chaque solution méthanolique des extraits, a différentes concentrations,
a été ajouté a 1950 pL de la solution méthanolique de DPPH (0,025 g/L). Parallélement, un
contréle négatif a été préparé en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950 pL de la solution de
DPPH. L'absorbance est mesurée a 517 nm aprés 30 minutes d'incubation a I'obscurité et a
température ambiante, en utilisant un blanc préparé pour chaque concentration. Le contrdle
positif a été représenté par une solution d'acide ascorbique, un antioxydant standard, dont
I'absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que pour les échantillons. Pour chaque
concentration, le test a été répete trois fois. Les résultats ont eété exprimés en pourcentage
d'inhibition. (I %)

1%-= [Abs controle — Abs test/Abs controle] x100 ]

La CI50 est la concentration d'extrait qui provoque l'inhibition de 50 % des radicaux DPPH.
Elle est déterminée graphiquement par régression linéaire a partir des graphes représentant le
pourcentage d'inhibition en fonction des différentes concentrations. Les résultats peuvent
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également étre exprimeés en termes de puissance antiradicalaire (ARP) (BRAND-WILLIAMS
etal., 1995).

Fa

o Test de la réduction du Fer : Méthode FRAP

Cette partie a été réalisée au Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO)
a I’Universit¢ Abou Bekr Belkaid de Tlemcen. La méthode FRAP repose sur la réduction de
Iion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+), permettant d'évaluer le pouvoir réducteur des
composés (OU et al., 2001). La présence de réducteurs (AH) dans les extraits végétaux entraine
la réduction du complexe Fe3+/ferricyanide a sa forme ferreuse (Fig. 19). Ainsi, le Fe2+ peut
étre quantifié en mesurant I'augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu
réactionnel @ 700 nm (CHUNG et al., 2002). Le systeme FeCI3/K3Fe(CN)6 confere a cette
méthode une sensibilité particuliere pour la détermination semi-quantitative des concentrations
d'antioxydants participant a la réaction redox (AMAROWICZ et al., 2004).

NN

+A

A

Fe{Im) Fe(ll)

FIG.19: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
Ferricyanide Ferrique Fe (111) et un antioxydant (AH) (AMAROWICZ et al., 2004).

Le pouvoir réducteur des flavonoides extraits est déterminé selon la méthode décrite par
OYAIZU en 1986. Pour ce faire, 1 mL de I'extrait a différentes concentrations (de 1 a 10
mg/mL) est mélangé avec 2,5 mL d'une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL
d'une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1 %. Ce mélange est ensuite incubé
au bain-marie a 50 °C pendant 20 minutes.

Aprés incubation, 2,5 mL d'acide trichloroacétique a 10 % sont ajoutés pour stopper la réaction.
Les tubes a essai sont ensuite centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. Une aliquote de 2,5
mL du surnageant est combinée avec 2,5 mL d'eau distillée et 0,5 mL d'une solution aqueuse
de FeClz 4 0,1 %.
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L'absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm contre un blanc préparé de maniere

Fa

similaire, ou I'extrait est remplacé par de I'eau distillée pour calibrer le spectrophotométre UV-
VIS. Le controle positif est représenté par une solution d'acide ascorbique, un antioxydant
standard, dont I'absorbance est mesurée dans les mémes conditions que pour les échantillons.
Une augmentation de I'absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés (SINGLETON, 1965).

o ABTS test

Cette partie a été réalisée au Laboratoire de Syntheése et de Biocatalyse Organique, Département
de Chimie, a I’Université Badji Mokhtar d'Annaba. Dans le cadre de ce test, I'ABTS incolore
est d'abord oxydé avec du persulfate de potassium (K2S20g) pour former le radical cationique
ABTS™, qui présente une coloration bleu-vert (Fig. 20). L'ajout d'un composé antioxydant
entraine la réduction du radical ABTS™ en ABTS. L'activité antioxydante est évaluée par la
décoloration de la solution, exprimée en pourcentage d'inhibition (PI) de I'absorbance a 734
nm, longueur d'onde a laquelle le radical ABTS™ affiche une bande d'absorption caractéristique
(OSMAN et al., 2006 ; MOON & SHIBAMOTO, 2009).

Y«
s L=

ABTS

+ KaSa0g

o
ﬁ aan IZLSDEH T e =,

FIG.20: Formation du radical cation ABTS™ a partir de ’ABTS (SARR, 2015).

Le test ABTS a été réalisé selon la méthode décrite par RE et al. (1999). Pour cela, 0,1 g de la
plante est extrait avec 20 mL de mélange méthanol/eau (14:6, V/V) pendant 24 heures dans
I'obscurité. Le filtrat obtenu est ensuite utilisé pour I'analyse. Une solution d'/ABTS a 7 mmol
réagit avec 2,45 mmol de (NH4)2S:0s, puis est conservee pendant 12 & 16 heures dans
I'obscurité pour obtenir une couleur sombre contenant les radicaux ABTS™". L'absorbance est
mesuree a la longueur d'onde maximale de 734 nm. Cette solution mére est ensuite diluée avec
du méthanol pour atteindre une absorbance finale de 0,70 + 0,02. L'extrait de plante (0,1 mL)
est ajouté a 4,9 mL de la solution radicalaire d'ABTS. Le mélange est incubé a 37 °C dans un
bain-marie & I'abri de la lumiére pendant 20 minutes. Un contrdle, constitué de 0,1 mL de
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méthanol et de 4,9 mL de la solution d'ABTS, est mesuré avec chaque série d'extraits a 734 nm.

Fa

La capacité antioxydante totale des extraits de plante est exprimée en mg de vitamine C
équivalent (mg VCE) par 100 g de matiére seche. La solution radicalaire d'ABTS est préparee

fraichement, et tous les tests sont reproduits au moins trois fois.

A partir d'une solution mére standard de 20 mg/L, des solutions filles de concentrations
respectives (2, 5, 10, 15 mg/L) sont préparées. En suivant le protocole décrit ci-dessus, les
absorbances correspondantes a chaque concentration sont obtenues, ce qui permet de tracer la
courbe d'étalonnage (BOHM et al., 2002 ; RE et al., 1999).

B- Evaluation de I’activité antibactérienne des flavonoides extraits

L’évaluation de la sensibilité aux flavonoides extraits a été déterminée par la méthode standard
de diffusion en milieu gélosé de Mueller-Hinton selon Kirby-Bauer et interprétée selon les
recommandations du Comité International pour les Normes de Laboratoire Cliniqgue NCCLS de
(1997) et précédemment décrite par RAHAL et al. (2005).

Le principe de cette méthode, largement utilisée en microbiologie pour les antibiogrammes et
antifongigrammes, repose sur la diffusion d'un composé antimicrobien dans un milieu solide,
dans une boite de Pétri. A partir d'un point précis, un gradient de concentration se crée aprés un
temps de contact déterminé entre le produit et le microorganisme. L'effet de ce produit sur la
cible est évalué par la mesure d'une zone d'inhibition. Selon le diamétre de cette zone, la souche
du microorganisme est classée comme sensible, intermédiaire ou résistante. Cette technique
implique une compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit testé.
L'ensemble de l'activité antibactérienne a été réalisée conformément aux recommandations du
Comité International pour les Normes de Laboratoire Clinique (NCCLS, 1997 ; RAHAL et al.,
2005).

Pour évaluer l'activité antibactérienne des flavonoides extraits de I'’Agave, nous avons préparé
deux solutions meres a des concentrations de 20 mg/mL et 200 mg/mL. Ces solutions ont été
obtenues en dissolvant respectivement 20 mg et 200 mg de flavonoides extraits dans 01 mL de
DMSO (Diméthyl Sulfo-Oxyde). Par la suite, des dilutions en cascade ont été réalisées a partir

de chaque solution mére pour obtenir les concentrations indiquees dans le tableau (05).
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TAB. 05: Dilutions en cascade des solutions mére utilisées

1

20 mg/mL 200 mg/mL
10 mg/mL 100 mg/mL
05 mg/mL 50 mg/mL
2.5 mg/mL 25 mg/mL
1.25 mg/mL 12.5 mg/mL

Un antibiotique commercial, le Cefixime (CFM), a été testé dans les mémes conditions et sur
les mémes souches. Les manipulations ont été réalisées sous un bec benzene pour prévenir toute

contamination.

Les bactéries ont été incubées a 37 °C pendant 18 a 20 heures sur une gélose nutritive pour leur
réactivation. Des suspensions bactériennes a une concentration de 1 x 108 CFU/mL (Unité
Formant Colonie) ont été préparées, avec une opacité équivalente a 0,5 McFarland,
correspondant & une densité de 0,08 a 0,10 mesurée a 625 nm, dans une solution saline a 0,9 %.

Des disques de papier stériles ont été chargés avec 10 ul de chaque dilution de flavonoides,
tandis que des disques de Cefixime (Sigma-Aldrich) ont été utilisés comme contrdle positif. La
gélose Mueller-Hinton a été versée dans des boites de Pétri, qui ont été incubées a 37 °C pendant
18 heures. Les diamétres des zones d'inhibition ont été mesurés avec précision a l'aide d'un pied
a coulisse, et la sensibilité des bactéries aux flavonoides a été classée selon le diamétre des
zones d'inhibition (Tab. 06), suivant la méthode décrite par DURAFFOURD et al. (1997).

TAB.06 : Classement des bactéries selon le diamétre d’inhibition (DURAFFOURD et

al. 1997).
Diametre Inferieur a De 8a 14mm De 14a20mm Supérieur a
d’inhibition : 8mm 20mm
Sensibilité du | résistante Sensibilité Sensibilite Trés sensible
germe : limitée moyenne
Degreé ) (+) (++) (+++)
d’activité :
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Les résultats de cette section ont été présentés sous forme de moyenne + écart type (Moyenne

Fa

+ SD). L'analyse statistique des données a été réalisee en utilisant le test de Tukey pour
comparer les moyennes entre elles et celles des témoins, a l'aide du logiciel IBM SPSS®

Statistics V.25 (2017). Les différences sont considérées comme :

= Significatives lorsque (P < 0,05).
= Hautement significatives lorsque (P < 0,01).

= Trés hautement significatives lorsque (P < 0,001).

2.2.4.2. Etude des activités biologiques in vivo
Apres une période d’adaptation d’un mois les rates ont ét€ soumises aux traitements suivants :
o Induction du cancer du célon

Le D.M.H a été dilué dans de I’huile d’olive en raison de 30 mg/kg en se référant aux travaux
de DE JONG et al. en (2000), puis administré par voie orale par gavage. Un rappel a été effectué

sept jours apres la premiere induction, a la méme dose de de 30 mg/kg.

La 1,2-diméthylhydrazine (DMH) (Fig.21) est un puissant cancérogéne qui induit le cancer du
cblon chez les animaux de laboratoire (FRAZIER et al., 1991 ; NEWELL & HEDDLE, 2004 ;
SAINI et al., 2009). 1l constitue le modéle le plus largement utilisé de carcinogenese du c6lon
induit chimiquement (IONQV et al., 1993). Le cancer expérimental du cblon induit par le DMH
chez le rat est un processus prolongé en plusieurs étapes, qui présente un grand nombre de
caractéristiques cinétiques cellulaires, histopathologiques et moléculaires de la tumorigenése
qui imite le cancer du cblon chez I'Homme (HALLINE et al.,1989). C’est un processus a
plusieurs étapes impliquant une série d'altérations pathologiques, telles que la formation de

foyers cryptiques aberrants (Iésion microscopique discrete ; (IONOV et al., 1993).

Le DMH est métabolisé dans le foie, ce qui entraine la production d'un ion diazonium
électrophile, connu pour provoquer un stress oxydatif (FIALA, 1977 ; FIALA et al., 1987).

FIALA en (1975) a déja signalé que le métabolite actif du DMH est excrété par la bile et est
responsable de son effet cancérigene sur le cdlon lors de son passage dans le tube digestif. Le
DMH est métabolisé dans le foie pour former de I'azoxyméthane et du méthylazoxyméthanol
qui sont ensuite transportés vers le c6lon via la bile ou le sang pour générer son métabolite
cancerigéne ultime, l'ion diazonium, qui provoque un stress oxydatif en méthylant les
biomolécules des cellules épithéliales du c6lon et conduit a des événements promutagenes

résultant de I'inflammation et de la promotion des tumeurs (FIALA, 1975).
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L'Homme est exposé au DMH et a d'autres hydrazines par le biais de I'environnement
(FRAZIER et al., 1991) et de I'alimentation (TOTH, 1991 ; TOTH & GANNETT, 1990).

GHE GHS

Dimethylhydracine - DMH

FIG.21 : Structure chimique du DMH (Marian, 2004).

o Traitement par les flavonoides

Les flavonoides ont été dilués dans de I'éthanol a 10 % et administrés par voie orale par gavage
a raison de 30 mg/kg pendant 10 jours. Cette administration a eu lieu avant I'administration du
DMH pour le groupe préventif, et apres pour le groupe curatif. En revanche, le groupe shame a
recu uniquement les flavonoides a la méme dose de 30 mg/kg pendant 10 jours. Les différentes

étapes du protocole sont résumées dans la figure (Fig. 22).

1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Semaines

1 1
Témoin (n=08) m: :
o i
iy i
Shame (n=08) m :
17 !
Cancéreux (n=08) U i}
Préventif (n=08) Mj i

o .t \ 1ho .
Administration de 1’éthanol a 10% par gavage pdt 10 jours Sacrifice

Administration des flavonoides a 30ma/Ka par aavaae ndt 10 iours

Administration du DMH a 30mg/Kg par gavage, un rappel aprés une semaine

Administration du DMH a 30mg/Kg par gavage, suivie par administration des flavonoides a 30mg/Kg
par gavage pdt 10 jours

Administration des flavonoides a 30mg/Kg par gavage pdt 10 jours, suivie par administration du DMH a
30ma/Ka par aavace

FI1G.22: Protocole expérimental des différents traitements.
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o Protocole de Sacrifice et de Préelévement des Organes

R

Le sacrifice des animaux a été réalisé par décapitation aprés un traitement de 14 semaines.
Avant le sacrifice, chaque rate a été pesée. Les animaux ont été par la suite placés en décubitus
dorsal sur une plaque en liége. Une incision a été effectuee, allant de l'orifice uro-génital
jusqu'au cou (Fig.23). Les organes tels que le foie, les reins et la rate ont été prélevés a l'aide
d'une pince fine, sous glace, puis pesés avec une balance de précision. Les colons ont été retirés
et mesurés sur du papier millimétrique. 1ls ont ensuite été rincés a l'aide d'une solution de NaCl
a 9%o. Finalement, les colons ont été ouverts longitudinalement de I'anus au ceecum et divisés
en deux sections : la premiére section a été fixée dans une solution de formaldéhyde a 10 %
pendant 24 heures pour une observation microscopique, tandis que la

deuxiéme section a été broyée dans une solution T.B.S pour le dosage des biomarqueurs.

Ce protocole assure une collecte rigoureuse et précise des échantillons pour les analyses

ultérieures.

FI1G.23: Dissection et mise en évidence du célon.
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o Mise en évidence de foyers de cryptes aberrantes (Aberrant Crypt Foci)
A.F.C

Fa

Découverts par BIRD en 1987, les ACF (les lésions adénomateuses atypiques) sont considérees
comme des lésions paranéoplasiques du cancer du colon, pouvant prédire I'apparition de
tumeurs. Depuis cette découverte, les ACF ont été largement utilisées a des fins biologiques

pour évaluer I'induction ou la modulation de la carcinogenese colique chez le rat et la souris.

Les colons, fixés a plat dans de la formaline & 10 %, sont divisés en trois sections : proximale,
médiane et rectale. Ils sont ensuite colorés au Bleu de Méthyléne pour permettre I'observation
microscopique (avec un grossissement de 4x10) de I'ensemble de la surface de la muqueuse

colique, ainsi que pour le comptage des ACF et des cryptes qui les composent (BIRD, 1987).
= Mode opératoire

Les colons sont d'abord rincés a I'eau distillée pour éliminer le formol. Ensuite, ils sont placés
sur une lame de verre, avec la muqueuse (co6té bombé) orientée vers le haut, puis colorés avec
deux a trois gouttes de Bleu de Méthylene a 0,05 % (voir annexe 04). Ce colorant commence
par colorer les noyaux avant de s'étendre a I'ensemble des tissus ; il est crucial de s'assurer que
tous les ACF sont bien colorés. Les colons sont ensuite examinés au microscope avec un

grossissement de G4x10, permettant ainsi de couvrir toute la surface du colon.
Pour différencier les ACF des cryptes normales, plusieurs criteres sont observés :

o Coloration : plus intense.

o [Forme : allongée, avec une lumiére des cryptes souvent dilatée et parfois tortueuse.
o Paroi : épaisse.

e Taille: 2 a 3 fois superieure a celle des cryptes normales.

e Structure : surélevée (BIRD, 1987).

o Exploration du statut antioxydant

= Dosage des protéines tissulaires

Principe La quantification des protéines a été déterminée selon la méthode de
BRADFORD (1976), les ions cuivriques dans un milieu alcalin interagissent avec les ions
Peptidiques des protéines formant un complexe coloré (WEICHSELBAUM & AMER,
1946 ; GORNALL et al., 1949).
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Mode opératoire

Fa

Un volume de 100 ul du surnageant du colon a été mélangé avec 4 ml de bleu brillant de
Comassie (BBC) (G250, Merck) en tant que réactif.

Le mélange a été agité et laisse a température ambiante pendant 5 minutes pour permettre la
stabilisation de la couleur (de I'eau distillée a été utilisée a la place du surnageant pour le blanc).
La lecture a été effectuée a une longueur d'onde de 595 nm (BRADFORD,1976).

Pour la gamme d'étalonnage, le sérum albumine de beeuf (Sigma, France) a été utilisé comme

standard selon les indications mentionnées dans le tableau (07) :

TAB.07 : Gamme d’étalonnage des protéines (BRADFORD,1976)

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution d’Albumine 0 20 40 60 80 100
(BSA pl)

Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactifs BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

= Dosage de I'activité du Glutathion (GSH)

Le glutathion (GSH) est un tripeptide constitué de trois acides aminés : la glycine, la cystéine
et le glutamate. Ce tripeptide est présent en grande quantité dans les cellules d’un large éventail
d’espéces et joue des roles fonctionnels essentiels. Le groupe nucléophile cystéine-thiol est
considéré comme le principal acteur de la molécule, servant de médiateur pour ses diverses
activités biologiques. Parmi les petites molécules peptidiques, la structure du GSH est unique,
car les résidus N-terminaux de I'acide glutamique et de la cystéine sont reliés par une liaison
peptidique atypique, impliquant le groupe y-carboxyle de la fraction glutamyle plut6t que le
groupe o-carboxyle, comme c'est le cas dans les liaisons peptidiques conventionnelles (LU,
2013) (Fig.24). Par conséquent, le glutathion est considéré comme le thiol cellulaire non
protéique le plus abondant, car cette liaison y unique confére au glutathion une stabilité relative
et une resistance a la dégradation intracellulaire par les protéases (LU, 2013).

Le glutathion est trouvé a des concentrations variant de 1 mM a 10 mM dans le compartiment

cytosolique de la plupart des cellules (FORMAN, 2009), mais il est également observé a des
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concentrations plus faibles dans les organites subcellulaires (réticulum endoplasmique,
mitochondries et noyau). Dans le cytosol, la molécule existe principalement sous sa forme
réduite (GSH), tandis qu'une petite quantité est présente sous sa forme oxydée (disulfure de
glutathion, GSSG) ; la diminution du rapport GSH/GSSG est utilisée comme biomarqueur du
stress oxydatif (HWANG et al., 1992).

Le GSH est impliqué dans de nombreuses fonctions homéostatiques et régulatrices essentielles
au sein des cellules, notamment le maintien d'un environnement redox équilibré (potentiel
redox), la défense contre le stress oxydant, le piégeage nucléophile des électrophiles réactifs, la
médiation de la signalisation redox et la régulation de la croissance cellulaire par rapport a la
mort cellulaire (PIRIE & PINHEY, 1929).

o o EHH Ch
NH. Q
Redeced Glutathions

(GEH)

FIG.24: Structure du GSH (CHAI & MIEYAL, 2023)

Principe Le principe de ce dosage est fondé sur la mesure de I'absorbance optique de I'acide 2-
nitro 5-mercapturique, qui résulte de la réduction de I'acide 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(réactif d'Ellman DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Le dosage du glutathion
coligue a été réalisé selon la méthode de WECKBECKER & CORY (1988).

Mode opératoire
La procédure expérimentale pour le dosage du glutathion (GSH) est décrite comme suit. Tout
d'abord, un volume de 0,8 ml de I'nomogénat a été prélevé. A ce volume, 0,2 ml d'une solution

d'acide sulfosalysitique (SSA) a 0,25 % a eté ajouté. Le mélange a été ensuite agité et laisse

pendant 15 minutes dans un bain de glace.
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Apres cette période, le mélange a été centrifugé a 1000 tours/min pendant 5 minutes. Un volume

Fa

de 0,5 ml du surnageant a été préleve et mélangé avec 1 ml d'un tampon Tris-EDTA, contenant
0,02 M dEDTA a pH 9,6.

A ce mélange, 0,025 ml dacide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0,01 M,
préalablement dissous dans du méthanol absolu & 99 %, a été ajouté. La solution a été laissée a
température ambiante pendant 5 minutes pour permettre la stabilisation de la couleur, la réaction

colorimétrique se développant instantanément.

Enfin, I'absorbance optique a été mesurée a 412 nm. La concentration du glutathion a été ensuite
déterminée a l'aide de la formule suivante (WECKBECKER & CORY, 1988).

DO x1x 1,525
13100% 0,8 X 0,5 X mg de protéines

(GSH) nmol GSH/mg de protéines =

Ou:
DO: Densité Optique.
I: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml Homogénat
+ 0.2 ml SSA).
1.525: Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du

surnageant (0.5 ml surnageant + 1ml Tris EDTA + 0.025 ml DTNB).
13100 : Coefficient d'absorbance (concernant le groupement —-SH a 412nm).

08: le volume de I'hnomogénat trouvé dans 1 ml.
05: le volume du surnageant trouvé dans 1.525 ml.

On peut remarquer que la concentration du GSH est mesurée toujours par rapport a 1 mg de
protéines. C'est pour cela que ce dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.

= Dosage de I'activité des GSTs

Les glutathion-S-transférases constituent une famille d'enzymes multifonctionnelles,
principalement cytosoliques, qui sont impliquées dans plusieurs processus de transport et de
biosynthese intracellulaire (POONKUZHALI et al., 2001).
Les GSTs forment une importante famille d'enzymes dont la fonction consiste a conjuguer le
glutathion reduit (GSH) a des composés électrophiles, créant ainsi un pont thioéther. Les
produits de cette réaction sont ensuite métabolisés en acides mercapturiques et excrétés dans
les déchets liquides tels que la bile et I'urine. La fonction des GSTs, particulierement étudiée
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dans le contexte de la prévention de la pollution environnementale, est leur capacité a catalyser

Q"\\

des réactions de conjugaison entre le peptide glutathion et des macromolécules comme les
acides nucléiques (ARN, ADN). Ainsi, la conjugaison du glutathion avec certains substrats
constitue une étape essentielle dans la formation de composés moins toxiques et plus
hydrosolubles que les molécules d'origine (CHATTERJEE et al., 1984).

Principe

La mesure de l'activité des GSTs implique l'utilisation d'un substrat, généralement du
Chlorodinitrobenzene (CDNB), qui reagit facilement avec de nombreuses variantes de GST et
du Glutathion. La réaction de conjugaison entre ces deux composants produit une nouvelle
molécule qui absorbe la lumiére a une longueur d'onde de 340 nm (Fig.25). Cette absorption
peut étre quantifiée a I'aide d'un spectrophotometre, et la valeur de la densité optique mesurée
a 340 nm est directement proportionnelle a la quantité de conjugué formée, ce qui est également
lié a I'intensité de l'activité des GST (HABIG et al., 1984).

Les mesures de l'activité globale des GST ont été effectuées en utilisant le CDNB (1-Chloro,
2,4-Dinitrobenzeéne), qui sert de substrat pour les différentes isoenzymes de la GST, permettant
ainsi une évaluation globale des activités des GST (STEIN, 1998).

MO, MO,
GST +
+ GSH — o + HT + CI
NO, NO,
| 5G
1 -chloro-2 4-dinitro benzene Dinitro phenyl thioether

FIG.25: Réaction CDNB (1-Chloro- 2,4-di nitrobenzéne) avec le Glutathion réduit
(GSH) en présence de I'enzyme Glutathion -STransférase (YILDIZ & KUMAN, 2004).

Mode opératoire

La méthode employée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al. (1984).
Elle consiste a faire réagir les GST présentes dans le cytosol avec un mélange de GSH et de
CDNB a 37 °C et a un pH de 6,5 (Tab. 08). La variation de la densité optique, résultant de la

formation du complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant une minute a 340 nm.
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TAB.O08 : Protocole du dosage de l'activité GST

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate pH=6.5 850 830
CDNB (20mM) 50 50

GSH (100mM) 100 100
Homogénat - 20

Le protocole de dosage est réalisé dans des cuves en quartz, qui ont été incubées a 37 °C pendant
toute la manipulation. La valeur de la densité optique correspondant au blanc (conjugaison
spontanée du substrat) a ensuite été soustraite de la valeur de chaque essai, permettant ainsi de
mesurer la variation due uniquement a l'activité de I'enzyme. Etant donné que le coefficient
d'extinction du complexe GSH-CDNB est de 9,6 mM™!, l'activité de la GSH a été déterminée a

I'aide de la formule suivante :

ADO essai—ADO Blanc
9,6 Xmg de proteines

Activité GST (umol/min/mg de protéines)=

Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + écart type (Moyenne + SD).
L'analyse statistique des données a été réalisée en appliquant le test de Tukey pour comparer
les moyennes, tant entre elles qu'avec celles des témoins, en utilisant le logiciel MINITAB

(Version 17). Les différences sont considérées comme:

= Significatives : lorsque P < 0,05.
= Hautement significatives : lorsque P < 0,01.

= Trés hautement significatives : lorsque P < 0,001.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Résultats de I’enquéte ethnobotanique

A travers l'enquéte ethnobotanique réalisée auprés de la population de la ville d'Annaba, et
effectuée selon un mode d'échantillonnage probabiliste, les résultats suivants ont été obtenus,
présentés a l'aide des graphes ci-dessous :

La fiche technique d'enquéte ethnobotanique a été complétée aupres de 100 personnes, parmi
lesquelles 66 étaient de sexe féminin (soit 66 %) et 34 de sexe masculin (soit 34 %) (voir Fig. 26).
Les informateurs appartiennent a une tranche d'age allant de moins de 20 ans a plus de 60 ans,
avec des niveaux intellectuels variés (Fig. 27). Les personnes enquétées ont été réparties en
différentes tranches d'age. La tranche la plus représentée est celle des 20-29 ans, avec un
pourcentage de 29 %, suivie de celle des 30-39 ans a 22 %. Ensuite, les tranches de 40-49 ans et
de plus de 60 ans représentent chacune 16 %. Le pourcentage le plus faible, a 2 %, correspond a

la tranche des moins de 20 ans.

®Homme ®Femme m<20ans ®20-29 m30-39 ©40-49 m50-59 m60et+

FI1G.26: Distribution des enquétés selon le genre. FIG.27: Distribution des enquétés selon I’age.

Concernant la connaissance de I'Agave, 58 % des personnes interrogées se sont déclarées
familiarisées avec la plante, tandis que 42 % ont indiqué ne pas la connaitre (Fig. 28).

Les différents noms vernaculaires révélés par I'enquéte sont illustrés dans la (Fig. 29). Le nom
vernaculaire le plus courant est Sabar, mentionné par 50 % des répondants. Il est suivi par Agave
et Agave d’Amérique, chacun représentant 10,34 % des réponses. Les autres noms vernaculaires,
tels que Choka bleu, Kirch et Chouk Nessara, sont moins répandus, cumulant un pourcentage de
1,72 %. Ces pourcentages sont calculés par rapport aux 58 % de personnes ayant déclaré connaitre
I'Agave.
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FIG.28: Répartition des enquétés en FI1G.29: Les différents noms vernaculaires de I’Agave
fonction de leur connaissance de la plante. utilisés par la population.

Les pourcentages d'utilisation sont calculés par rapport aux 58 % de personnes connaissant la
plante. Selon la population, les domaines d'utilisation de I'Agave sont tres variés (Fig. 30), allant
du secteur cosmétique a l'industrie. L'Agave est principalement utilisée dans le domaine
cosmétique, avec un pourcentage de 44,82 %. Le domaine thérapeutique et médicinal se classe en
deuxiéme position, représentant 41,37 %. Ensuite, le domaine ornemental est noté a 34,48 %. En
revanche, l'utilisation industrielle de I'Agave reste faible, avec un pourcentage de seulement 3,44
%.
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FI1G.30: Répartition des participants selon les domaines d'utilisation de I'Agave.

Parmi les 58 % de personnes connaissant I'Agave, 25,86 % l'utilisent comme cataplasme, tandis

que 6,89 % l'emploient sous forme de macération. En outre, 5,17 % l'utilisent en décoction (Fig.
31).

30

Cataplasme;
25,86
25
20
X 15
Autre; 12,06
10 Macération;

6,89

Décoction:; 5,17
5
Tisane; 0 - Teinture; 0
0

Formes d'utilisation

FIG.31: Distribution des enquétés selon la forme d’utilisation de I’ Agave.
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Parmi les 58 % de personnes connaissant I'Agave, la partie la plus utilisée est la feuille,
représentant 53,45 %. Ensuite, 13,79 % des répondants utilisent la plante entiére, tandis que 3,45
% exploitent le suc. La fleur n'est utilisée que par 1,72 % de la population. En revanche, la racine

de I'Agave n'est plus utilisée par la population (Fig. 32).

60 53,45

20 13,79

10
0 S N—

Parties utilisées

m Plante Entiere Feuille mFleur mRacine mSuc mAutre

F1G.32: Répartition des participants selon la partie de I'Agave utilisée.

Selon la population connaissant I'Agave, plusieurs maladies sont traitées par cette plante (Fig. 33).
Le rhumatisme est en téte de liste, avec un pourcentage de 18,96 %. La chute de cheveux suit en
deuxiéme position, représentant 12,06 %. Les bralures sont traitées par 10,34 % des répondants,

tandis que les inflammations sont concernées par 8,62 %.
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Sevrage W 1,72 %
Nerf sciatique I 1,72
Toux N 1,72
Migraine N 1,72
Allergie N 1,72
Cuir chevelu Wl 1,72

Dermatites . 5,17
Les infections N 517
Cosmétique NI 6,89
Les inflammations N 8,62
Brllures I 10,34
Chute de cheveux I 12,06
Rhumatisme I 18,96

0 5 10 15 20
Maladies traitées

F1G.33: Distribution des enquétés selon les maladies traitées par I’ Agave.

Parmi les personnes qui connaissent et utilisent I'Agave, 20,68 % estiment que son efficacité est
bonne, tandis que 18,96 % la jugent excellente. De plus, 13,73 % la considérent comme ayant une
efficacité moyenne. En revanche, 8,62 % des répondants la trouvent insuffisante, et 1,72 %

déclarent qu'elle est nulle (Fig. 34).
25

20,68
20 18,96

15 13,79

S
10 8,62
1172 .
0 I

Efficacité de I'Agave

al

mNulle mInsuffisante = Moyenne ®=Bonne ®Excellente

FIG.34: Distribution des enquétés selon 1’efficacité de I’ Agave.
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L'utilisation de I'’Agave dans son milieu d'origine se concentre principalement dans le domaine
industriel, selon GENTRY (1982), VARGAS-PONCE et al. (2009), et CASTETTER et al. (1938).
Au Mexique, I'Agave est particulierement exploitée pour I'alimentation humaine, et les fibres
dérivées de cette plante revétent une importance économique et culturelle significative dans la
societé mexicaine (BLOUW et al., 2008).

BLOUW et al. (2008) affirment que le Conseil de Recherche Scientifique et Industriel (CSIR) a
mené des études approfondies sur I'Agave afin de mieux comprendre sa biochimie, en raison de
I'importance de ses fibres dans la fabrication de textiles et de papier (GARCIA & LOTT, 1994).
L'Agave est exploité depuis longtemps pour de multiples usages (fourrage, nourriture et boissons,
médicaments, construction, tissage, papier, etc.) par les populations de la Mésoamérique et les
premiers habitants de I'Amérique, notamment au Mexique. Les especes du genre Agave présentent
diverses utilisations traditionnelles a travers le monde, dont certaines sont soutenues par des
recherches scientifiques.

Dans le cadre de l'ethnopharmacologie, I'Agave est principalement utilisée pour traiter des
infections d'origine bactérienne, telles que les infections gastro-intestinales, les infections des
blessures, les troubles urologiques et la dysenterie. De plus, elle est également employée pour
lutter contre le stress oxydatif lié & des affections comme le cancer, le diabéte et I'hypertension
(CORNARA etal., 2009 ; INSTITUT NATIONAL INDIGENISTA, 2009 ; MONTESANO et al.,
2012 ; SEMENYA et al., 2012). L'Agave présente également des propriétés antihypertensives
(DUNCAN et al., 1999), antiparasitaires (ORESTES GUERNA et al., 2008) et antifongiques
(VERASTEGUI et al., 2008), des activités qui ont été démontrées pour ce genre de plante.

Des investigations pharmacologiques montrent que le jus des feuilles d'une espéece proche, I'Agave
sisalana, stimule les intestins et les muscles utérins, réduit la tension artérielle et peut provoquer

I'avortement chez les animaux gestants.

La seve de I'Agave sisalana possede des propriétés antiseptiques et est considérée comme
antibactérienne contre les bactéries de I'estomac et des intestins. Dans le nord du Maroc, le jus des
feuilles de cette espece est utilisé en médecine traditionnelle comme bain pour traiter les maladies
cutanées (EL HILALY et al., 2003).
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Elle est également employée contre la syphilis et recommandée pour le traitement de la tuberculose
pulmonaire, des maladies du foie et de la jaunisse. De plus, elle peut étre utilisée comme laxatif

(SHARAF & ZAHRAN, 1967).

Nos résultats d'enquéte corroborent ces propriétés, notamment en ce qui concerne les domaines
d'utilisation de I'Agave par la population. Le domaine cosmétique est le plus représenté, avec un
pourcentage de 44,82 %, suivi du domaine thérapeutique a 41,37 %. Les maladies traitées par
I'Agave, selon les répondants, incluent principalement les dermatites (5,17 %), les infections (5,17

%) et les inflammations (8,62 %).

Concernant les parties utilisées de la plante, la feuille est la plus courante, représentant 53,45 %,
tandis que le suc est utilisé par 3,45 % de la population, ce qui est en accord avec les propriétés

mentionnées précédemment.

Les résultats de cette enquéte mettent en lumiére les différents domaines d'utilisation de I'Agave
par la population de Béne. Initialement introduite en Algérie pour des raisons ornementales, cette
plante trouve un large éventail d'applications sous diverses formes, tant dans les domaines
thérapeutique et cosmétique que dans I'industrie. Ces résultats s'alignent bien avec les utilisations
traditionnelles de I'Agave dans son pays d'origine, le Mexique.

3.2. Résultats de I’étude histologique

La figure (35) ci-dessous montre une coupe transversale de la tige d’Agave americana var.

americana L., nous observons I’apparition de 1’extérieur vers I’intérieur des tissus suivants :

0 Un épiderme cutinisé (selon les faces : dorsal, ventral) constitué d’une seule assise de
cellules ayant pour rdles : protection la déshydratation et régulation de I'évaporation et
autres échanges gazeux avec le milieu. Cette couche est souvent recouverte d'une cuticule
épaisse qui aide a réduire I'évaporation de I'eau.

0 Un parenchyme a l'intérieur, est spongieux et rempli de grandes vacuoles, permettant le
stockage de l'eau. Cette adaptation est cruciale pour survivre dans des environnements
arides.

0 Un mésophylle homogéne qui joue un réle important dans la photosynthese.
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0 On remarque aussi la présence de macles d’oxalate de calcium, la cause principale de

dermatite au contact de la peau et celle des tanins sous forme de réserve dans des Idioblastes
spécifiques.
Au centre de la coupe on observe Faisceaux vasculaires collatéraux : Les vaisseaux
xylématiques (transportant I'eau) et phloémiques (transportant les nutriments) sont
organisés en faisceaux vasculaires. Ces faisceaux sont essentiels pour le transport efficace
des ressources a travers la feuille.

0 On observe également un sclérenchyme coiffant et protégeant les tissus conducteurs.

La coupe transversale d'une feuille d'Agave americana révele des adaptations morphologiques
et anatomiques qui lui permettent de survivre dans des conditions arides. La structure de la
feuille, avec son épiderme protecteur, son parenchyme spongieux et ses faisceaux vasculaires,

est essentielle pour le stockage de I'eau et le transport des nutriments.
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FI1G.35: Histologie de la tige de I’Agave : A : Vue générale (Gx40), B : Détail Vaisseau Conducteur (Gx 100), C :
Détail Mésophylle spongieux et Tanins (Gx 100), D : Détail face ventrale (Gx 100), E : Détail épiderme dorsal et
stomate (Gx 100), F : Détail Parenchyme Palissadique.
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VC : Vaisseau Conducteur, PHL : Phloeme, XYL : Xyleme,

Ms Sp : Mésophylle spongieux, IDB : Idioblaste contenant des tanins.

EP D: Epiderme Dorsal, EP V : Epiderme Ventral, Cut : Cutine, ST: Stomate, CH S/S: Chambre
sous Stomatique

Oxa Ca : Macles d’oxalate de calcium

SCL.: Sclérenchyme

Une structure histologique similaire a été identifiee dans les recherches menées par Alonso
Gutiérrez en 2005, qui portaient sur I'’Agave tequilana W. cv azul, une espece appartenant au méme
genre que I'Agave americana. Dans cette étude, l'auteur a observé une succession de tissus
comparable, comprenant un épiderme cutinisé, un mésophylle bien défini, ainsi que des vaisseaux

conducteurs, comprenant a la fois le xyléme et le phloéme.

L'épiderme, avec sa cuticule épaisse, joue un réle crucial dans la protection de la feuille contre la
déshydratation, un aspect essentiel pour les plantes vivant dans des environnements arides. Le
mésophylle, quant a lui, est constitué de cellules spongieuses qui facilitent le stockage de I'eau, ce

qui est particulierement important pour la survie de ces especes succulentes.

De plus, la présence de raphides d'oxalate de calcium a également été notée. Ces structures
cristallines, qui se forment dans les tissus de la plante, peuvent avoir plusieurs fonctions, telles que
la protection contre les herbivores et la régulation de I'homéostasie du calcium au sein de la plante.
Ainsi, les travaux de Gutiérrez mettent en lumiére les caractéristiques anatomiques communes a

ces especes d'Agave, soulignant leur adaptation a des conditions de vie spécifiques.
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3.3. Résultats du test phytochimique

Une étude préliminaire a été menée pour effectuer une investigation phytochimique, a la fois sur
tube (réactions en solution) et sur plaque de chromatographie sur couche mince (CCM). Cette
recherche a permis de mettre en évidence plusieurs métabolites secondaires présents dans la feuille
de I'Agave americana L. Les résultats obtenus sont présentés de maniere synthétique dans deux
tableaux distincts. Le tableau (09) regroupe les résultats des tests phytochimiques réalisés sur tube,
offrant un apercu des différents composes identifiés. Parallelement, le tableau (10) compile les
résultats des analyses effectuées sur CCM, fournissant ainsi une perspective complémentaire sur
les métabolites détectés. Cette approche méthodologique permet d’approfondir notre

compréhension de la composition chimique de 1’Agave americana et de ses potentialités.

TAB.09 : Récapitulatif des résultats TAB.10 : Récapitulatif des résultats des tests
des tests phytochimiques réalisés sur tube phytochimiques réalisés sur CCM

Phyto-constituents Résultat

. : Phyto-constituents Résultats
Tanins catechiques ) .

. . Flavonoides (+)
Tanins galliques (+)
Anthocyanes ) Tanins (+)
Leuco-anthocyanes ) .

Phénols +
Flavonoides (+) )
Alcaloides (+) Coumarines )
Saponosides +) .
Cardinolides +) Anthraquinones ©)]
Amidon (+) Alcaloides (+)
Terpenes et stérols (+) —
Coumarines ) Iridordes )
Dérivés anthracéniques :

Quinones )
O-hétérosides )
Hétérosides a genine ) - (+) : Test positif
réduite . (-) : Test négatif
C-hétérosides +)
Iridoides )

L'évaluation des tests a été realisee principalement par le biais d'observations visuelles directes.

Pour les tests effectués sur tube, nous avons utilisé I'intensité de la couleur ainsi que la formation
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de précipites comme indicateurs analytiques. Ces deux critéeres ont permis de déterminer la

présence de métabolites secondaires dans les feuilles de I’ Agave.

En parallele, les résultats obtenus a partir de la Chromatographie sur Couche Mince (CCM) se sont
révelés prometteurs. Nous avons observé des fluorescences significatives apres avoir expose les
plaques aux reactifs appropriés, spécifiques a chaque principe actif recherché. Ces fluorescences
indiquent une réaction positive, permettant ainsi d'identifier la présence de certains composés
phytochimiques dans les échantillons analysés. Cette approche combinée renforce la validité de
nos résultats et souligne I'importance des techniques visuelles dans I'évaluation des métabolites

secondaires.

L’analyse phytochimique de 1’Agave americana var. americana L., qui est traditionnellement
utilisée en Algérie principalement pour I’ornementation et non pour ses propriétés thérapeutiques,
a révélé une présence significative de divers métabolites secondaires. Parmi ceux-ci, on trouve

notamment des polyphénols, des alcaloides, des cardénolides, des terpénes et des stérols.

Ces résultats sont cohérents avec ceux observés chez d'autres espéces du genre Agave, telles que
A. intermixta, A. vera et A. sisalana. En effet, des études antérieures de VAGHASIYA &
CHANDA (2007) ; GARCIA et al. (1999) ; HAMMUEL et al. (2011) ont montré des profils
phytochemiques similaires dans ces espéces. De plus, d'autres espéces comme A. impressa, A.
ornithobroma, A. rzedowskiana, A. schidigera et A. angustifolia ont également présenté des
résultats analogues (AHUMADA-SANTOSA et al. 2013)

Cependant, notre analyse chimique de A. americana L. a mis en évidence la présence de familles
de composés additionnels, telles que les alcaloides et les cardénolides, qui n’ont pas été identifiés
dans d’autres espéces d’Agave. Cette diversité de composés au sein de 1’Agave americana pourrait
étre liée a différentes fonctions biologiques, notamment des effets antibactériens et antioxydants.
Ces propriétés ont été préalablement démontrées pour chaque type de composé présent dans les
groupes phytochimiques identifiés. Cela souligne I'importance de cette plante, non seulement pour

son utilisation traditionnelle, mais aussi pour son potentiel thérapeutique encore sous-exploré.

Les principaux éléments constitutifs de la plante étudiée sont des saponines, comme l'indiquent

YOKOSUKA & MIMAKI (2009). Parmi ces saponines, on retrouve principalement I'hécogénine
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et la chlorogénine, ainsi que divers groupes de flavonoides, tels que rapporté par CHEN et al.
(2009). Une recherche menée par ALMARAZ-ABARCA et al. (2009) sur la composition en
polyphénols des tissus d'Agave durangensis a révélé que les polyphénols les plus abondants dans
cette espece sont le flavonol, le kaempférol et la quercétine. Ces composés sont notables pour leurs

propriétés bénéfiques, notamment dans le domaine de la santé.

DUKE (2000) souligne également I'importance de la fraction polyphénolique présente dans les
feuilles d’A. americana, qui est essentiellement domineée par le flavonoide kaempférol. Ce dernier
est reconnu pour ses effets antioxydants et anti-inflammatoires, ajoutant ainsi une valeur

médicinale significative a cette plante.

Une étude phytochimique menée par KADAM et al. (2012) sur les racines d’Agave americana a
mis en évidence la présence de flavonoides et de saponosides dans ces tissus racinaires. Ces
résultats indiquent que les racines de cette plante pourraient également posséder des propriétés
médicinales intéressantes, renforcant I'idée que I'ensemble de la plante pourrait étre bénéfique pour

la santé.

Des tests de révélation des métabolites secondaires ont également été effectués sur une autre espéce
du méme genre, Agave sisalana (Perrine, 1838). Les résultats ont montré la présence commune de
plusieurs métabolites secondaires, dont les tanins, les flavonoides et les saponosides, comme l'ont
rapporté HAMMUEL et al. (2011). Ces composés sont souvent associés a des activités biologiques

variées.

En examinant les résultats obtenus, il est évident qu'il existe un fort potentiel médicinal dans les
feuilles de I’agave américaine. Les différentes propriétés des composés révélés, telles que la
capacité antibactérienne des flavonoides et des saponosides, mentionnées par BRUNETON
(2006), ainsi que I'effet antidiarrhéique et vasoconstricteur des tanins décrits par PARIS (1981),
soulignent I'importance de ces plantes dans la médecine traditionnelle et leur potentiel pour des

applications thérapeutiques modernes.
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3.4. Résultats du test quantitatif

3.4.1. Résultats des Dosages des métabolites secondaires
3.4.1.1. Dosage des Polyphénols totaux

Une courbe d’étalonnage a été réalisée figure (36) en utilisant 1’ Acide Gallique comme substance
de reférence. Cette courbe sert a quantifier la concentration des polyphénols dans 1’échantillon
analyse. Les resultats obtenus sont exprimés en grammes d'équivalent d'Acide Gallique par 100
grammes de matiere vegétale seche (g EGA/100g Ms), ce qui permet d'évaluer la teneur en Acide

Gallique dans 1’échantillon de maniére standardisée.

La précision de cette méthode est renforcée par un coefficient de corrélation trés élevé, égal a
0,997. Ce coefficient indique une relation linéaire forte entre les concentrations connues d'acide
gallique et les réponses mesurées, ce qui témoigne de la fiabilité de la courbe d’étalonnage pour
les analyses futures. Cette approche est cruciale pour garantir des résultats précis et reproductibles

lors de I'évaluation de la matiere végetale.

Courbe d'étalonnage de |'acide gallique
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FIG. 36: Courbe d’¢talonnage de 1’Acide Gallique
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La courbe d'étalonnage obtenue représente la relation entre la concentration en acide gallique
(mg/L) et l'absorbance mesurée a une longueur d’onde spécifique. L'équation de la régression

lineaire affichée sur le graphique est de la forme : y=0.0023x+0.0245
Ou:

o Y :représente I’absorbance mesurée,
o X :représente la concentration en acide gallique (mg/L),
o R?=0.9970 indique un excellent ajustement des données & une relation linéaire (plus proche

de 1, plus la corrélation est forte).

Cette courbe d'étalonnage est un outil essentiel pour quantifier la teneur en polyphénols totaux
dans un extrait végétal. En mesurant 1’absorbance d’un échantillon inconnu et en reportant cette

valeur sur la droite de régression, on peut en déduire sa concentration en équivalent acide gallique.

Le taux des polyphénols totaux mesuré dans Agave americana var. americana est de 5.308 mg
d’équivalent acide gallique (EAG) par gramme de matiere séche (MS) soit 530.8 mg EAG/100g
MS. ce qui est une valeur intéressante pour une plante médicinale. Les polyphénols sont reconnus
pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. Une teneur élevée
en polyphénols suggere un fort potentiel biologique et peut justifier l'utilisation traditionnelle de
cette espece dans son continent d’origine dans divers remédes naturels et formulations

cosmétiques.

Selon I'étude réalisée par BENHAMISSA et al. (2012), la concentration totale de polyphénols dans
I'Agave americana L. présente une variation significative, allant de 4,49 mg/g a 10,94 mg/g. Cette
variation est influencée par plusieurs facteurs, notamment les conditions de température, de
pression et la durée d'extraction. Ces résultats indiquent que le contenu en polyphénols de I'Agave
americana var. americana L., qui est mesuré a environ 5,308 mg/g, se situe bien dans l'intervalle

défini par cette recherche.

Les variations observées entre les différentes études peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs

significatifs :
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« Methode d’extraction : Le choix des solvants, tels que le méthanol ou I'éthanol, peut avoir
un impact considérable sur le rendement en polyphénols. En effet, chaque solvant a des
propriétés spécifiques qui peuvent affecter la solubilité des composés polyphénoliques,
entrainant ainsi des différences dans les quantités extraites.

« Conditions environnementales : Des éléments tels que le climat, la composition du sol et
I'altitude jouent un réle crucial dans la biosynthése des polyphénols. Par exemple, certaines
conditions climatiques peuvent favoriser la production de ces composés, tandis que d'autres
peuvent la réduire, ce qui souligne lI'importance de I'environnement dans le développement
des plantes.

o Maturité de la plante : Les concentrations de polyphénols peuvent varier en fonction du
stade de développement de la plante. A différents moments de la croissance, la plante peut
produire des quantités inégales de polyphénols, ce qui peut influencer les résultats des

analyses.

En considérant ces facteurs, il devient évident que les différences observées dans la teneur en
polyphénols ne sont pas seulement le résultat de la génétique des especes, mais aussi d'un ensemble
complexe d'influences environnementales et méthodologiques. Cela souligne l'importance
d'adopter des protocoles standardisés pour les études futures, afin de mieux comprendre et

comparer les concentrations de polyphénols dans diverses espéces.

Cela suggere non seulement que I'Agave americana est une source potentielle de polyphénols,
mais aussi que les conditions d'extraction jouent un rdle crucial dans la maximisation de leur
concentration. Ces informations peuvent étre précieuses pour les applications industrielles et
scientifiques, notamment dans le domaine de la nutrition et de la phytothérapie, ou les polyphénols

sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et bénéfiques pour la santé.
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3.4.1.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué en utilisant la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3), avec la catéchine comme étalon de référence. Cette méthode est couramment employée
en raison de sa sensibilité et de sa précision dans la quantification des flavonoides. Pour déterminer
la concentration des flavonoides, I'absorbance a été mesurée a une longueur d’onde spécifique de
430 nm, qui est optimale pour détecter les complexes formés entre les flavonoides et le trichlorure

d’aluminium.

Les résultats obtenus ont été représentés graphiquement sous la forme d'une courbe d'étalonnage,
dont I'équation est donnée par Y = 0,0035x + 0,0112, avec un coefficient de détermination (R?) de
0,998. Ce coefficient indique une trés forte corrélation entre les concentrations de flavonoides et
les valeurs d'absorbance mesurées, ce qui renforce la fiabilité de la méthode utilisée.

Finalement, la quantité de flavonoides a été exprimée en milligrammes d'équivalent de catéchine
par milligramme de poids sec de I'extrait (mg EQ/mg Ps). Cette approche permet de standardiser
les résultats et de faciliter les comparaisons entre différents extraits, contribuant ainsi a une

meilleure compréhension de la richesse en flavonoides des échantillons analyseés.

Courbe d’étalonnage de la Catéchine

Courbe d'étalonnage de la catéchine
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FIG. 37: Courbe d’étalonnage de la Catéchine
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Teneur en flavonoides totaux : 95.085 mg équivalent catéchine (EC) par gramme de matiere seche
(MS) pour 100g de MS, soit 0.95085 mg EC/100g MS.

Ce résultat a été déterminé a 1’aide d’une courbe d’étalonnage de la catéchine, une méthode
standard en spectrophotométrie qui permet de quantifier les flavonoides totaux en comparant

I’absorbance des échantillons avec une gamme de concentrations connues de catéchine.

L’importance de cette teneur est a souligner, car les flavonoides sont des composés bioactifs
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et protectrices contre diverses
pathologies. Une teneur élevée indique que cette plante pourrait &tre une bonne source naturelle

d’antioxydants pour des applications pharmaceutiques et alimentaires.

Un résultat comparable a été rapporté par BEN HAMISSA et al. en (2012), qui ont mesuré une
teneur en flavonoides de 96 mg/g. Cependant, la valeur obtenue pour notre échantillon est
inférieure a celle enregistrée pour I'Agave durangensis, une espéce médicinale appartenant au
méme genre. En effet, les recherches menées par BARRIADA-BERNAL et al. en (2013) ont révelé
que I'extrait des fleurs d'Agave durangensis contenait environ 121 mg de flavonoides pour 100 g
d'extrait sec. Cette différence marquée dans les teneurs en flavonoides peut s'expliquer par le fait
que ces composés sont principalement localisés dans les fleurs des plantes. Les flavonoides jouent
un réle crucial en tant que pigments, responsables de la coloration jaune des fleurs et des fruits, ce
qui peut influencer leur attractivité visuelle pour les pollinisateurs. Cette concentration dans les
fleurs souligne leur importance non seulement sur le plan esthétique, mais aussi sur le plan

fonctionnel dans le cycle de reproduction des plantes.

Il serait donc pertinent d'explorer la composition flavonoique des fleurs d'Agave americana var.
americana L. afin de mieux comprendre leur potentiel. Une telle étude pourrait offrir des
informations précieuses sur la richesse en flavonoides de cette espece, ce qui pourrait avoir des
implications significatives dans les domaines de la phytothérapie et de la nutrition. En évaluant la
teneur en flavonoides des fleurs, nous pourrions également mieux appréhender les bénéfices santé
associes a cette plante, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles applications dans le cadre de la

meédecine traditionnelle ou moderne.
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Détermination de la part relative des flavonoides dans les polyphénols

Les flavonoides sont une sous-famille des polyphénols. Pour déterminer leur part relative, nous
pouvons calculer le pourcentage des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux :
Teneur en flavonoides totaux 95.08

5
Pourcentage de flavonoides = - x100 = x100 =17.91%
teneur en polyphénols totaux 530.8

Cela signifie que seulement 17.91% des polyphénols présents dans Agave americana var.
americana sont des flavonoides, les 82.09% restants étant d’autres types de polyphénols (acides

phénoligues, tannins, lignines, etc.).

La forte teneur en polyphénols totaux indique un potentiel antioxydant global élevé, car ces

composeés neutralisent les radicaux libres et préviennent le stress oxydatif.

La fraction relativement modeste de flavonoides (17.91%) suggére que d'autres polyphénols
(acides phénoliques comme 1’acide caféique, chlorogénique, ou gallique) jouent également un rdle

important dans l'activité biologique de cette plante.
3.4.2. Résultat de I’Extraction des flavonoides et calcul du rendement

L'extraction des flavonoides a partir de I'Agave americana var. americana a permis d'obtenir un
rendement de 09.9 g pour 50 g de poudre utilisée. Pour exprimer ce rendement en pourcentage,

nous appliquons la formule suivante :

Quantité extraite

Rendement = x 100 En substituant les valeurs, nous avons :

Quantité de matiére utilisée

Rendement:ﬁ x 100 = 19.8%
509

Ce rendement indique que 19.8 % de la poudre d'Agave americana var. americana a été convertie
en flavonoides lors de I'extraction. Cependant, pour obtenir une évaluation plus représentative,
nous rapportons ce rendement a 100 g de matiere seche. En faisant ce calcul, nous trouvons que le

rendement total s'éléve a 39.6 %.
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Ce résultat est significatif, car il montre I'efficacité de I'extraction des flavonoides a partir de cette
espece. Les flavonoides sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et leurs bénéfices
potentiels pour la santé, ce qui souligne I'importance d'optimiser les méthodes d'extraction pour

maximiser la récupération de ces composés bioactifs.

Le rendement de 1’extraction des flavonoides est influencé par plusieurs paramétres clés, qui

méritent d'étre examinés en détail pour optimiser ce processus.

Solvant d'Extraction : Le choix du solvant utilisé pour I'extraction des flavonoides joue un réle
crucial dans l'efficacité du procédé. Parmi les solvants couramment employés, I'éthanol et le
méthanol se distinguent par leur capacité a solubiliser ces composés bioactifs. Ces solvants
polaires sont efficaces pour extraire une large gamme de flavonoides, et leur utilisation peut
significativement améliorer le rendement par rapport a d'autres solvants moins efficaces. En

choisissant le bon solvant, les chercheurs peuvent maximiser la quantité de flavonoides récupérés.

Meéthode d'Extraction : La méthode d'extraction choisie influence également la quantité de
flavonoides obtenue. Des techniques avancées telles que I'extraction assistée par ultrasons ou la
méthode Soxhlet sont particuliérement efficaces. L'extraction assistée par ultrasons utilise des
ondes sonores pour agiter les molécules dans le solvant, ce qui augmente la pénétration et
I'extraction des flavonoides. D'autre part, la méthode Soxhlet permet une extraction continue,
garantissant que le solvant passe plusieurs fois a travers le matériau végeétal, ce qui améliore
également le rendement. En intégrant ces techniques modernes, on peut obtenir des extraits de
flavonoides plus concentrés et plus purs.

Maturité de la Plante Un autre facteur important est la maturité de la plante au moment de la
récolte. Les recherches indiquent que les plantes plus agées tendent a accumuler des quantités plus
élevées de flavonoides. Cela peut étre di a divers facteurs biologiques et environnementaux qui
influencent la synthése des flavonoides au cours du développement de la plante. En récoltant des
plantes a un stade optimal de maturité, il est possible d'augmenter le rendement en flavonoides, ce
qui pourrait avoir des implications significatives pour l'utilisation médicinale et commerciale de
ces composés. Ces facteurs interconnectes soulignent I'importance d'une approche systématique
dans I'extraction des flavonoides, permettant ainsi d'optimiser les rendements et d'assurer la qualité
des extraits obtenus.
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Caractéristiques organoleptiques des de I’extrait

FIG. 38: Flavonoides extraits de I’Agave americana L.

L’aspect pour nos deux extraits des flavonoides totaux est cireux ce qui nous indique que ce sont

des flavonoides de type aglycone. La couleur de 1’extrait est plutdt jaunatre. L’odeur est assez

prononcée. L’aspect pour nos deux extraits

Rendement d'extraction des flavonoides de Agave americana var. americana

Matiéere restante

60.4%

39.6%

Flavonoides extraits

FIG. 39: Rendement d’extraction des flavonoides d’ Agave americana L.
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Le camembert en figure 39 illustre le rendement d’extraction des flavonoides d’Agave americana
var. americana. On observe que 39,6 % de la matiere seche extraite est constituée de flavonoides,
tandis que 60,4 % correspond au reste de la matiére. Ce graphique met en évidence 1’efficacité de

I’extraction et le fort potentiel de cette plante en tant que source de composés bioactifs.

L’extrait de flavonoides d’Agave americana var. americana présente plusieurs caractéristiques

organoleptiques :

L’aspect visuel de I’extrait est particulicrement révélateur de sa composition. Il se présente sous
une forme liquide visqueuse, voire semi-solide, cireux ce qui peut suggérer que ce sont des
flavonoides de type aglycone. Sa couleur est foncée, variant entre le marron et le noir, ce qui est
typique des extraits qui contiennent une concentration élevée de composés phénoligues. Cette
coloration profonde est souvent associée a des propriétés antioxydantes robustes. La couleur de
I'extrait, comme on peut l'observer sur I'image, est foncée, allant du marron au noir. Cette teinte
indique une concentration élevée en flavonoides ainsi qu'en autres composes phénoliques. Une
telle coloration est souvent associée a des extraits riches en substances bioactives, ce qui suggere

un potentiel antioxydant significatif.

Il est également intéressant de noter que, contrairement aux flavonoides colorés tels que les
anthocyanes, cet extrait semble contenir principalement des flavones ou des flavonols. Ces types
de flavonoides, lorsqu'ils sont concentrés, affichent généralement des teintes allant du jaune au
brunatre. Cette distinction dans la couleur est révélatrice des différents types de flavonoides
présents, ce qui peut influencer les propriétés et les applications de I'extrait dans divers domaines,
tels que la nutrition et la pharmacologie (TANAKA et al., 2008)

L'odeur de I'extrait est un aspect qui mérite d'étre souligné. En général, les flavonoides peuvent
dégager une odeur végétale, souvent Iégerement amere ou herbacée. Cette caractéristique olfactive

peut étre indicative de leur origine végétale et de leur nature biochimique.

De plus, la présence de certains composés volatils dans I'extrait peut influencer I'intensité de cette
odeur. Bien que les flavonoides eux-mémes ne soient pas aromatiques, leur interaction avec

d'autres métabolites et composeés présents dans I'extrait peut moduler I'odeur globale.
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Il est également plausible que I'extrait dégage une Iégere odeur végétale ou terreuse, résultant des
métabolites secondaires de I'Agave. Cette nuance olfactive peut enrichir I'expérience sensorielle
associée a I'extrait et offrir des indications supplémentaires sur sa composition chimique et son
potentiel d'utilisation. En somme, lI'odeur de I'extrait reflete non seulement ses caractéristiques
biochimiques, mais aussi son origine botanique. (DIXON & PASINETTI, 2010 ; SCHWAB et al.,

2008).

Le godt de I'extrait est un aspect essentiel a considérer. En général, les flavonoides sont connus
pour leur saveur amere ou astringente, résultant de leur interaction avec les protéines salivaires.
Cette caractéristique gustative est souvent plus prononcée dans les extraits concentrés, ou la

concentration de flavonoides et d'autres composés bioactifs est accrue (CHEYNIER, 2005).

Dans le cas de I'extrait concentré d'Agave americana, il est probable qu'il présente une forte
astringence, une qualité typique des flavonoides qui interagissent avec les protéines de la salive.
Cela peut donner une sensation particuliere en bouche, souvent décrite comme une sécheresse ou
une rugosité. La présence de cette astringence peut influencer non seulement I'expérience
gustative, mais aussi la perception globale de I'extrait dans des applications culinaires ou
médicinales. En somme, le gol(t des flavonoides contribue a leur profil sensoriel unique,

enrichissant ainsi leur utilisation potentielle (BAXTER et al., 1997).
3.4.3. Résultats de I’Analyse Chromatographique par HPLC

La Figure 40 illustre le profil chromatographique des flavonoides extraits de l'agave, avec une
détection effectuée a une longueur d'onde de 280 nm. Pour cette analyse, les standards ont été
soigneusement préparés a une concentration de 1 mg/ml dans une solution de méthanol et d'eau, a
parts égales (50:50 v/v). La solution injectée dans le systeme chromatographique contenait sept
composés distincts : I'acide gallique, I'acide ascorbique, la rutine, la quercétine, la catéchine, la

vanilline et I'acide cinnamique.

L'identification des composés présents dans I'extrait testé repose sur la comparaison des temps de
rétention des pics observés avec ceux des standards connus, ainsi que sur lI'analyse des masses
molaires. Cela permet de déterminer avec précision quels flavonoides sont présents dans l'extrait

d'agave. Les différents pics correspondant aux composés présents dans I'extrait. A cette longueur
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d'onde, on peut observer une séparation des flavonoides, permettant d'identifier leur concentration
et leur diversité. Les pics plus élevés indiquent une plus grande concentration de flavonoides,

tandis que les zones sans pics peuvent signifier I'absence de certains composés.

Il est également important de souligner que certains composes presents dans I'extrait n‘ont pas pu

étre identifiés en raison de I'absence de standards appropriés pour ces substances.

Les résultats de cette analyse sont synthétises dans le tableau 06, qui met en évidence les
principaux composeés trouvés dans les flavonoides extraits de I'Agave americana. Les données
révelent que les composés clés identifiés comprennent I'acide galique, la catéchine, la vanilline, la
rutine et la quercétine. En revanche, il a été noté que l'acide cinnamique et I'acide ascorbique

étaient absents de I'extrait analysé.
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FIG. 40: Chromatogramme des flavonoides extraits a 280 nm
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TAB.11 : Tableau récapitulatif des résultats de I'analyse qualitative des flavonoides extraits.

Réf Tr (min) Nom du composeé Détection  Pourcentage des
aires %

1 2.89 Acide Ascorbique ) -

2 3.82 Acide Gallique (+) 42.77
3 6.18 Catéchine (+) 8.17
4 7.80 Vanilline (+) 9.45
5 8.52 Rutine (+) 17.42
6 14.99 Quercetine (+) 22.18
7 16.44 Acide Cinnamique ) -

Réf : Reference ; Tr: Temps de Rétention +: détecté ; -: non détecté

Les résultats présentés dans le tableau 11 mettent en lumiere les composes représentatifs des
flavonoides extraits de I'Agave americana. Parmi ces composés, on trouve l'acide gallique, la
catéchine, la vanilline, la rutine et la quercétine. Notons également I'absence d'acide cinnamique
et d'acide ascorbique, ce qui pourrait avoir des implications sur la diversité chimique de I'extrait.
En raison de I'absence de standards adéquats, certains composés présents dans I'extrait n'ont pas
pu étre identifiés, ce qui souligne la nécessité de recherches complémentaires pour mieux

comprendre la composition de cette plante.

Acide Gallique

42.8%

Catéchine
8.2%

9.5%
Vanilline 22.2%

17.4%

Quercétine

Rutine

FIG. 41: Proportions des composants sépareés et identifiés dans les flavonoides extraits
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La figure 41 illustre les proportions des composants séparés et identifiés dans les flavonoides
extraits d’Agave americana var. americana. L’acide gallique est le composé majoritaire avec 42,77
%, suivi de la quercétine (22,18 %) et de la rutine (17,42 %). La vanilline et la catéchine sont
présentes en quantités plus faibles, respectivement a 9,45 % et 8,17 %.

L’analyse HPLC des flavonoides de 1’Agave americana var. americana a permis d’identifier
plusieurs composés phénoliques, avec des proportions variables en fonction de leur aire sous la

courbe.

En premier lieu, I'acide gallique se distingue comme le composé majoritaire, représentant 42,77 %
de I'extrait. Ce polyphénol est reconnu pour ses puissantes propriétés antioxydantes, jouant un réle
essentiel dans la protection des cellules contre le stress oxydatif, ce qui est crucial pour maintenir

la santé cellulaire et prévenir diverses maladies.

Un autre composant significatif est la quercétine, qui constitue 22,18 % de I'extrait. Ce flavonoide
est bien connu pour ses effets antioxydants et anti-inflammatoires. Il contribue a la protection
cardiovasculaire et possede également des propriétés antivirales, ce qui en fait un allié important
pour le systeme immunitaire. Sa concentration élevée dans I'extrait suggere un potentiel bénéfique

considérable pour la santé humaine.

La rutine, représentant 17,42 % de I'extrait, est un glycoside de la quercétine. Elle est réputée pour
ses propriétés veinotoniques et anti-inflammatoires, jouant un réle clé dans la protection des
capillaires sanguins. Cela en fait un composant essentiel pour soutenir la santé vasculaire et réduire

les risques de maladies associées.

Parmi les autres composés présents, la vanilline, qui représente 9,45 %, est un antioxydant
également présent dans diverses plantes. En plus de contribuer a I'ardme de I'extrait, elle renforce
les propriétés antioxydantes, agissant de concert avec les autres composés pour offrir une

protection contre les radicaux libres.

Enfin, la catéchine, représentant 8,17 % de I'extrait, est un composant majeur du thé vert. Elle est
reconnue pour ses effets protecteurs contre les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires,

soulignant encore une fois le potentiel de I'Agave americana dans la promotion de la santé.
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Cependant, il est a noter que certains composés, tels que l'acide ascorbique et I'acide cinnamique,
n'ont pas été détectes en quantité significative dans I'extrait. Cela peut étre attribué a leur faible
concentration dans la plante ou a leur instabilité lors du processus d'extraction. Ces observations
soulignent la complexité de I'extraction des flavonoides et la nécessité de poursuivre les recherches

pour mieux comprendre la composition chimique de I'Agave americana L.

Des recherches antérieures, comme celles de SUBRAMANIAN & NAIR (1970), ont identifié
deux glycosides de flavonol dans les fleurs d'Agave americana : le kaempférol-3-O-glucoside et
le kaempférol-3-O-rutinoside. Ces découvertes ouvrent la voie a une meilleure compréhension des
propriétés bioactives de la plante. Par ailleurs, PARMAR et al. (1992) ont mis en évidence un
flavanone complexe, le 5,7-dihydroxy-6,5'-diméthoxy-3',4'-méthylénedioxyflavanone, dans les

tissus somatiques de I'Agave americana, ce qui suggere une diversité chimique importante.

Récemment, des rapports ont également discuté des contenus en phénols, tannins et flavonoides
présents dans les feuilles de I'Agave americana, ainsi que des propriétés biologiques associées a
ces composés. Par exemple, I'étude de KHAN et al. (2010) a révélé des effets antibactériens
significatifs des extraits de feuilles d'Agave americana, attribuant ces propriétés, au moins en
partie, aux homo-iso-flavonoides identifiés auparavant. Cela met en lumiére le potentiel de cette
plante dans le développement de nouveaux agents antibactériens.

Cependant, il est intéressant de noter que KADAM et al. (2012) n'ont trouvé aucun flavonoide ni
tannin dans les racines d'Agave americana cultivées en Inde, ce qui souligne I'importance de la
provenance geographique et des conditions de culture sur la composition chimique de cette plante.
Ces résultats incitent a poursuivre les investigations pour explorer davantage les divers aspects

biochimiques et pharmacologiques de I'Agave americana.

Les espéces du genre Agave présentent des profils en flavonoides variés, influencés par des
facteurs tels que I'espéce spécifique, les conditions environnementales et les méthodes d'extraction.
Des études menées sur différentes especes d'Agave ont révélé une riche diversité de polyphénols
et de flavonoides, dont la composition varie en fonction de I'origine géographique et des conditions
d'extraction. Par exemple, GUTIERREZ-GRIJALVA et al. (2016) ont mis en évidence des
niveaux €élevés de quercétine et de catéchines dans I'Agave tequilana, associant cette concentration
a une activité antioxydante significative. Cela souligne I'importance de cette espece dans le
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développement d'extraits aux propriétés benéfiques pour la santé. De plus, NARVAEZ-FLORES
et al. (2015) ont observé que I’acide gallique et la rutine étaient des composés dominants dans
plusieurs autres especes d’Agave, indiquant une tendance générale dans la chimie de ces plantes.
Ces résultats suggérent non seulement une richesse phytochimique dans le genre Agave, mais aussi
le potentiel d'exploiter ces composés pour des applications thérapeutiques et nutritionnelles, tout

en considérant les variations liées a la provenance et aux méthodes d'extraction.
3.4.4. Résultats de I’étude in Silico
Evaluation des propriétés médicamenteuses et du profil ADMET des composés identifiés

Les composés etudiés, a savoir 1’acide gallique, la catéchine, la vanilline, la rutine et la quercétine,
ont montré des profils ADME variés (tableau 12). En effet, tous ces composés répondent
partiellement aux critéres de Drug-likeness établis par LIPINSKI (LIPINSKI et al., 2001), GHOSE
(GHOSE et al., 1999) et VEBER (VEBER et al., 2002), a I’exception de la rutine.

Cette derniére présente un nombre élevé de groupes donneurs d’hydrogéne (nHBD = 10) ainsi
qu’une surface polaire totale (TPSA) trés étendue (voir (Tableau 12), ce qui entraine une faible
absorption intestinale en raison d'une perméabilité limitée (TPSA = 269,43 A?) et d’un mécanisme

d’efflux via la protéine P-gp.

Le tableau 12 montre que bien que la quercétine respecte les critéres de LIPINSKI, elle présente
un risque important d’interactions médicamenteuses en raison de son potentiel inhibiteur des
enzymes CYP1A2, 2D6 et 3A4, ainsi qu’une surface polaire modérée (TPSA = 131,36 A?), ce qui
pourrait affecter sa biodisponibilité.

La vanilline et I’acide gallique se distinguent par une absorption élevée (TPSA < 100 A2, LogP
modéré) et une perméabilité a la barriere hémato-encéphalique (BBB). Les valeurs de Log Kp
(entre -6,37 et -7,82) indiquent une perméabilité cutanée acceptable, sauf pour la rutine (Log Kp
=-10,26) (Tableau 12).
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Parametres Acide  Catéchine Vanilline Rutine  Quercétine
Gallique

Logp (Lipophilicite) 0,21 0,83 1,20 -1,51 1,23
Tpsa (A?) (Surface Polaire 97,99 110,38 46,53 269,43 131,36
Totale)
Nhba (Accepteurs H) 5 6 3 16 7
Nhbd (Donneurs H) 4 5 1 10 5
Absorption Gastro-Intestinale | Elevée Elevée Elevée  Faible Elevée
(Gi)
Perméabilité Bbb (Barriere Oui Oui Oui Non Non
Hémato-Encéphalique)
Substrat P-Gp Non Oui Non Oui Non
Inhibiteur Cypla2 Non Non Non Non Oui
Inhibiteur Cyp2c19 Non Non Non Non Non
Inhibiteur Cyp2c9 Non Non Non Non Non
Inhibiteur Cyp2d6 Non Non Non Non Oui
Inhibiteur Cyp3a4 Oui Non Non Non Oui
Log Kp (Permeabilite Cutanee, | -6,84 -7,82 -6,37 -10,26 -7,05
Cm/S)
Lipinski (Regle Des 5) Oui Oui Oui Non Oui
Ghose Non Oui Non Non Oui
Veber Oui Oui Oui Non Oui

Le tableau 13 et la figure 43 montrent que tous les composés examinés — acide gallique, catéchine,
vanilline, rutine et quercétine — présentent un potentiel néphrotoxique, avec des probabilités allant
de modérées a relativement élevées (Pb entre 0,53 et 0,77). En revanche, la majorité de ces
composés sont prédits comme inactifs vis-a-vis de la toxicité hépatique, neurotoxique, cardiaque

et cytotoxique, souvent avec des probabilités d'inactivité éleveées.

La quercétine se caractérise par la toxicité aigué prédite la plus élevée (DL50 la plus basse a
159 mg/kg, classe 3) et une probabilité de cancérogénicité de 0,68, un risque également associé
a I’acide gallique (0,56). La rutine présente une forte probabilité d’immunotoxicité (0,98),
tandis que la catéchine se distingue par sa faible toxicité globale, avec une DL50 élevée (10 000
mg/kg, classe 6) et une prédiction d'inactivité pour la plupart des autres effets toxiques spécifiques,

a I’exception d’une néphrotoxicité commune.
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FIG. 43 : La connexion entre le compose sélectionné et les activités prédites
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Composé Hépato Neurotox Néphroto Cardiotox Cancérogé Immunoto Cytotoxi  DL50 Classe de toxicité
toxicité icité xicité icité nicité xicité cité prédite
(mg/kg)
Acide 1(061) 1(0,88) A(069  1(0,89) A (0,56) 1 (0,99) 1(0,91) 2000 4 — Nocif
allique
%até?:hine 1(0,72) 1(0,90) A(0,62) 1(0,99) 1 (0,51) 1 (0,96) 1(0,84) 10000 6 — Non toxique
Vanilline 1(052) 1(059) A(053)  1(0,79) I (0,60)  (0,55) 1(0,94) 1000 4 — Nocif
Rutine 1(0,80) 1(0,89) A(0,77)  1(0,98) 1 (0,91) A (0,98) 1(0,64) 5000 5 — Potentiellement
dangereux
Querceétine 10,69 1(0,89) A(0,62) 1(0,99) A (0,68) 1 (0,87) 1(0,99) 159 3 — Toxique
Légende :
e A : Actif (le composé est prédit comme ayant une activité toxique pour le paramétre
concerne)
e | : Inactif (Ie composé est prédit comme n’ayant pas d’activité toxique pour le parameétre
concerne)
o DL50 (mg/kg) : Dose létale médiane prédite — dose a laquelle 50 % des organismes testes
meurent

Pr : Prédiction (A ou I)
Pb : Probabilité de la prédiction

Classe de toxicité (selon ProTox-I1) :

o

o

o

Classe 1 : Extrémement toxique (DL50 < 5 mg/kg)
Classe 2 : Tres toxique (5 < DL50 < 50 mg/kg)
Classe 3 : Toxique (50 < DL50 < 300 mg/kg)
Classe 4 : Nocif (300 < DL50 <2000 mg/kg)
Classe 5 : Potentiellement dangereux (2000 < DL50 < 5000 mg/kg)
Classe 6 : Non toxique (DL50 > 5000 mg/kg)

La quercétine se caractérise par la toxicité aigué prédite la plus élevée (DL50 la plus basse a 159

mg/kg, classe 3) et une probabilité de cancérogénicité de 0,68, un risque également associé a

I’acide gallique (0,56). La rutine présente une forte probabilité d’immunotoxicité (0,98), tandis

que la catéchine se distingue par sa faible toxicité globale, avec une DL50 élevée (10 000 mg/kg,

classe 6) et une prédiction d'inactivité pour la plupart des autres effets toxiques spécifiques, a

I’exception d’une néphrotoxicité commune.

Les propriétés de type médicamenteux et I’absorption gastro-intestinale des substances

sélectionnées ont été illustrées par la prédiction “Boiled-egg” (figure 44) et par le radar de

biodisponibilité (figure 45). Les substances situées dans la zone jaune du graphique “Boiled-egg”
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peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique (BBB), tandis que la région rose du radar de

biodisponibilité indique le caractéere médicamenteux de ces composés.

LOGP
" BEBE
B HIA
) © PGP+
© PGP-
4
a
Quercetin
i 9 @
vanilin catechin
o
] Gallic acid
1
-3
4
0 20 41 G0 &0 100 120 140 160 180 TPSA

FIG. 44 : Graphique “Boiled-egg” des composés identifiés
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3.5. Résultats de I’essai physiologique
3.5.1. Résultats des tests biologiques in vitro
3.5.1.1. Résultats de ’activité antioxydante
A. Test de ’activité anti-oxydante sur C.C.M

Apres avoir procédé a la migration et a la séparation de la solution hydro-méthanolique testée a
I'aide de la phase mobile, qui était un mélange de butanol, d'acide acétique et d'eau (BAW), nous
avons observé la formation de cing spots distincts. Ces spots ont été caractérisés par des rapports
frontaux (Ry) spécifiques, a savoir Rf 01 = 3.772, R¢ 02 = 2.766, Rf 03 = 2.024, Rf 04 = 1.537 et R¢
05 = 1.220. Cette séparation permet de visualiser les différents composés présents dans I'extrait,

témoignant ainsi de la complexité de sa composition chimigue.

Suite a cette séparation, nous avons réalisé un test de révélation en utilisant une solution
méthanolique de DPPH a une concentration de 2 mg/ml. Cette étape a permis de mettre en évidence
I'activité antiradicalaire des composés présents dans I'extrait. Les spots séparés de I'extrait hydro-
alcoolique, qui avait un rapport de 7/3, ont révélé une coloration jaune distinctive. Cette coloration
indique une réduction efficace des radicaux libres du DPPH, ce qui est un signe fort de Il'activité
antioxydante des flavonoides présents dans I'extrait.

Ce test préliminaire sur l'activité antioxydante des flavonoides extraits d'Agave americana var.
americana L. a l'aide de la chromatographie sur couche mince (C.C.M) nous a fourni des
indications précieuses concernant le potentiel antioxydant in vivo de ces composés. Les résultats
observés suggerent que les flavonoides extraits de cette plante pourraient jouer un réle protecteur
contre le stress oxydatif dans des conditions biologiques, renforcant ainsi l'intérét pour

I'exploration de leurs applications thérapeutiques et nutritionnelles.
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FIG. 46: Les étapes du test de I’activité anti-oxydante sur C.C.M

-A- Rapports Frontaux et révélation par la lumiére visible a 254 nm des flavonoides -B- Révélation par

la lumiére Ultra-Violette a 365 nm des flavonoides -C- Révélation par la solution méthanolique de
DPPH a 02mg/ml des flavonoides

B. Résultats du test de ’ABTS

La figure (47) suivante présente la courbe d’étalonnage de la vitamine C réalisée pour le test ABTS
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FIG. 47: Courbe d'étalonnage de la VC pour le test ABTS
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Sur la base des valeurs d'absorbance des solutions d'extrait ayant réagi, et comparées a la solution

¢talon en vitamine C, on peut déterminer 1’activité antioxydantes des flavonoides de 1’ Agave (figure
43). Sachant que ’activité antioxydante est exprimée en gramme équivalents a la vitamine C (g VCE).
Ces résultats se rapportent a 100 gramme de matiére seche et les valeurs représentent les moyennes de

trois mesures + déviation standard.

Capacité antioxydante exprimee en vitamine C
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FIG. 48: Capacité antioxydante exprimée en Vit C selon le test ABTS

Le graphique a barres présenté dans la figure (48) illustre la capacité antioxydante de deux types
d'extraits, exprimée en équivalent vitamine C (EVC g/100g de matiere seche), mesurée a l'aide du
test ABTS. Sur I'axe des ordonnées (), la capacité antioxydante est représentée ; une valeur plus
élevée indique un pouvoir antioxydant plus important. L'axe des abscisses (X) compare deux types
d'extraits : le premier, noté Flv, représente les flavonoides extraits de I’ Agave, tandis que le second,
appelé Extr. Brut, est un extrait brut de la plante qui pourrait contenir un éventail plus large de

composés bioactifs.

Les barres colorées du graphique montrent que I'extrait Flv, représenté par une barre jaune, possede
une capacité antioxydante de 235,41 EVC ¢g/100g de matiére seche. En revanche, la barre verte,
correspondant a I'extrait brut, réveéle une capacité antioxydante nettement supérieure, atteignant
484,04 EVC g/100g de matiere seche. Cette différence significative indique que I'extrait brut

présente une capacité antioxydante presque deux fois plus élevée que l'extrait Flv.
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Cette observation suggere que I'extrait brut pourrait contenir une plus grande variété de composés

actifs ou bénéficier d'une meilleure synergie entre ses composants, ce qui lui confere une efficacité
antioxydante accrue. En effet, il est probable que I'extrait brut renferme une gamme plus large de
polyphénols, flavonoides, tanins et autres composés bioactifs, expliquant ainsi sa capacité
antioxydante supérieure. A l'inverse, I'extrait FIv pourrait se concentrer davantage sur les

flavonoides, sans inclure d'autres antioxydants puissants présents dans I'extrait brut.

Par ailleurs, il est possible que les antioxydants de I'extrait brut agissent en synergie, amplifiant
ainsi leur effet global, contrairement & un extrait plus ciblé comme Flv. De plus, des différences
dans les méthodes ou solvants utilisés pour I'extraction pourraient également influencer la

concentration et la biodisponibilité des antioxydants dans chaque extrait.

Cette disparité dans la capacité antioxydante incite a mener des analyses plus approfondies afin
d'identifier les composes spécifiques responsables de cette variation. Des tests supplémentaires,
tels que ceux utilisant le DPPH ou le FRAP, pourraient également permettre de confirmer si cette
tendance est applicable dans d'autres conditions expérimentales. Ces investigations contribueraient
a une meilleure compréhension des propriétés antioxydantes des extraits et de leur potentiel dans

des applications thérapeutiques.
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FIG. 49: Pourcentage d’inhibition des deux extraits testés par le test ABTS
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Le graphique présenté dans la figure 49 met en lumiere le pourcentage d'inhibition observé pour
deux extraits testés : 'extrait les flavonoides extraits de 1’Agave, noté Flv, et I'extrait brut de la
méme plante. Les résultats indiquent que I'extrait FIv présente un pourcentage d'inhibition de 3,51
%, tandis que I'extrait brut affiche une valeur significativement plus élevée de 29,81 %.

Le pourcentage d'inhibition est une métrique cruciale dans I'évaluation de la capacité d'un extrait
a interférer avec la réaction des radicaux libres. Cette mesure est essentielle, car elle fournit une
indication de l'activité antioxydante de I'extrait, c'est-a-dire sa capacité a neutraliser les espéces
réactives de I'oxygene qui peuvent causer des dommages cellulaires. Dans ce contexte, une

inhibition plus élevée est synonyme d'une meilleure protection contre le stress oxydatif.

L'extrait brut se distingue clairement par sa capacité d'inhibition, qui dépasse largement celle de
I'extrait Flv, avec une différence de plus de 26 points de pourcentage. Cette différence significative
suggeére que l'extrait brut contient une variété de composés bioactifs qui agissent de maniere
synergique pour neutraliser les radicaux libres, renforcant ainsi son efficacité antioxydante. En
revanche, l'extrait Flv, bien que possédant des flavonoides reconnus pour leurs propriétés

bénéfiques, semble moins performant en termes d'inhibition des radicaux libres.

Ces résultats soulignent I'importance de considérer la composition globale des extraits lors de
I'évaluation de leur potentiel antioxydant. L'extrait brut, avec sa richesse en divers composés
bioactifs, pourrait offrir des avantages supplémentaires en matiére de santé, ce qui mérite d’étre

exploré davantage dans des études futures.

Une corrélation notable se dégage entre la capacité antioxydante des extraits et leur pourcentage
d'inhibition mesuré. En effet, I'extrait brut, qui présente une capacité antioxydante plus élevée, est
également associé a un pourcentage d'inhibition significativement plus important. Ce constat
indique que I'extrait brut est particulierement efficace pour neutraliser les radicaux libres, ce qui

se traduit par une meilleure protection contre le stress oxydatif.

Dautre part, I'extrait Flv, dont la capacité antioxydante est plus faible, montre également un effet
inhibiteur nettement réduit. Cette observation renforce I'idée que les propriétés antioxydantes

jouent un réle crucial dans le mécanisme d'inhibition des radicaux libres. En d'autres termes, la
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capacité d'un extrait a agir contre les radicaux libres est directement liée a sa concentration en

composés antioxydants.

Ces résultats suggerent que les extraits ayant une richesse en divers composés bioactifs, comme
c'est le cas de I'extrait brut, sont plus aptes a offrir une protection antioxydante efficace. Cela
souligne I'importance d'explorer la composition chimique des extraits pour mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents a leur activité antioxydante et leur potentiel en tant que stratégies de

prévention contre les dommages cellulaires liés au stress oxydatif.

C. Résultats du test de DPPH

Le graphique suivant (figure 50) représente 1’activité antioxydante de différents extraits de I’ Agave
en fonction de leur concentration (C en mg/mL), mesurée par le test du DPPH (% d’inhibition).
Trois courbes sont présentées : ExtB AA (extrait brut de 1’Agave, en orange), Flavo AA

(flavonoides, en gris) et finalement, I’ Acide ascorbique (comme référence, en bleu).
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FIG. 50: % d’inhibition du DPPH des extraits testés
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Les équations de régression linéaire permettent d’interpréter la relation entre la concentration et le

% d’inhibition.

L'analyse des données concernant les extraits antioxydants révele des différences significatives
entre I'extrait brut et I'extrait de flavonoides. Pour I'extrait brut (noté ExtB AA), I'équation de la
corrélation est donnée par y=0,3472x+6,7576, avec un coefficient de détermination R2 de 0,9575.
Cela indique une forte correélation, signifiant que la tendance observée est bien ajustée aux données.
La pente de 0,3472 suggere qu'il y a une augmentation marquée du pourcentage d'inhibition en
fonction de la concentration, ce qui souligne I'efficacité de cet extrait. A la concentration la plus
faible, le pourcentage d'inhibition est d'environ 6,76 %, ce qui révele un effet de base non

négligeable.

En revanche, pour l'extrait de flavonoides (Flavo AA), l'équation de la corrélation est
y=0,203x—1,581, avec un coefficient de détermination R2 de 0,9318. Bien que la corrélation soit
bonne, elle est Iégerement moins forte que celle de I'extrait brut. La pente de 0,203 est inférieure
a celle de I'extrait brut, ce qui signifie que I'augmentation du pourcentage d'inhibition en fonction
de la concentration est moins prononcée. De plus, a la concentration la plus faible, la valeur prédite
est de -1,581 %, ce qui est non réaliste et suggére une faible inhibition initiale. Ce résultat indique
que I'extrait de flavonoides pourrait ne pas posséder d'effet antioxydant efficace a faible
concentration, ce qui souligne I'importance d'explorer les concentrations optimales pour maximiser

leur potentiel antioxydant.

L’analyse des capacités antioxydantes des différents extraits met en évidence des variations
significatives dans leur efficacité. L'extrait brut se distingue clairement comme ayant la meilleure
activité antioxydante, avec un pourcentage d'inhibition qui augmente rapidement en fonction de la
concentration. Cette réponse rapide suggeére que cet extrait contient une combinaison de composés
bioactifs qui agissent efficacement pour neutraliser les radicaux libres, offrant ainsi une protection

notable contre le stress oxydatif.

Dautre part, les flavonoides présentent une activité intermédiaire en termes d'inhibition. Bien
qu'ils soient reconnus pour leurs propriétés bénéfiques, leur efficacité reste nettement inférieure a
celle de I'extrait brut. Cela souléve des questions sur la composition et la synergie des flavonoides,
qui pourraient ne pas étre aussi optimisées que celles présentes dans I'extrait brut.

115|Page



Vi3] RESULTATS ET DISCUSSIONS |

Pour évaluer I'efficacité antioxydante de nos extraits, il est essentiel de les comparer aux résultats
obtenus dans des études antérieures sur des especes du genre Agave. Par exemple, I'extrait aqueux
d'Agave angustifolia a montré des valeurs d'activité antioxydante notables, avec des résultats de
94,2 umol équivalent de trolox par gramme (umol ET/g) pour le test DPPH, 239,1 umol ET/g pour
le test ABTS, et 148,8 umol ET/g pour le test FRAP (LOPEZ-ROMERO et al., 2018). Ces résultats
soulignent une capacité antioxydante significative, attribuée a la richesse de cet extrait en

composés phénoliques.

En ce qui concerne Agave sisalana, un extrait dérivé de résidus industriels a révélé une
concentration de 77,93 mg équivalent acide gallique par gramme, accompagné d'une activité
antioxydante in vitro (DAHER et al., 2023), la présence notable de composés phénoliques indique

un potentiel antioxydant qui mérite d'étre exploré davantage.

Pour Agave americana, I'évaluation de l'activité antioxydante par le test DPPH a montré que tous
les extraits possédaient une activité anti-radicalaire importante (RAHMANI, 2016).

D. Résultats du test FRAP

Le graphique dans la figure 48 représente I'évolution de I'absorbance (A) en fonction de la
concentration des extraits testés (C en mg/mL), ce qui permet d'évaluer leur pouvoir réducteur du
fer (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power).

Le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power) est une méthode
permettant d’évaluer l'activité antioxydante en mesurant la capacité¢ d’un extrait a réduire le Fe**

en Fe?". Une absorbance plus élevée indique un pouvoir réducteur plus important.
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FIG. 51: Pouvoir réducteur du fer des extraits testés

L'analyse des résultats concernant l'activité antioxydante des extraits et de lI'acide ascorbique met

en évidence des tendances et des différences significatives récapitulées dans les tableau 13.

TAB.14 : Comparaison des extraits testés par le test FRAP

Parametre Acide Ascorbique Extrait Brut Extrait Flavonoide
Pente (a) 0,0015 0,0108 0,0018
R? 0,971 0,9286 0,939
Pouvoir réducteur (efficacité) Tres elevé Modéré Faible

Premierement, I'acide ascorbique, représenté par la courbe rouge, affiche une absorbance élevée
d'environ 2,5, qui reste presque constante indépendamment de la concentration. La pente de la
courbe, mesurée a 0,0015, indique une forte activité réductrice qui ne varie pas avec la
concentration, ce qui témoigne de la stabilité de son pouvoir antioxydant. De plus, le coefficient
de détermination (R2 = 0,971) suggere une excellente corrélation linéaire, renforcant I'idée d'une

relation fiable entre la concentration et I'absorbance.

Concernant I'extrait brut (courbe verte), les résultats montrent une augmentation progressive de
I'absorbance avec la concentration, ce qui indique un effet dose-dépendant. La pente de 0,0108,
supérieure a celle de I'acide ascorbique, suggére que cet extrait posséde une activité antioxydante
plus marquée. Avec un R2 de 0,9286, les résultats montrent également une bonne linéarité, bien

que légerement inferieure a celle de I'acide ascorbique.
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Pour I'extrait de flavonoides (courbe grise), les valeurs d'absorbance sont plus faibles que celles
de I'extrait brut. La pente, mesurée a 0,0018, est inférieure a celle de I'extrait brut, ce qui indique
une activité antioxydante plus modérée. Le coefficient de détermination (R2 = 0,939) démontre

une corrélation linéaire correcte, mais moins prononcée que pour les autres extraits.

En conclusion, I'acide ascorbique sert de standard de référence en raison de son pouvoir réducteur
élevé et constant. Bien que I'extrait brut montre une capacité réductrice significative, supérieure a
celle de I'extrait de flavonoides, il reste néanmoins en deca de celle de I'acide ascorbique. Ces
résultats suggerent que la fraction de flavonoides ne suffit pas a elle seule a expliquer I'activité
antioxydante observée, et que d'autres composés, tels que des polyphénols non flavonoides,
pourraient également jouer un role clé dans cette activité. De plus, le fait que I'activité des extraits
soit dose-dépendante souligne I'importance d'ajuster la concentration pour maximiser le potentiel

antioxydant.

Ces résultats mettent en lumiére les différences significatives dans l'activité antioxydante des
différents extraits, fournissant ainsi des informations précieuses pour l'optimisation future des

formulations ou des applications des extraits testés.

Récapitulatif de ’activité antioxydante

e ABTS:
o L’extrait brut présente une capacité antioxydante deux fois plus élevée que I’extrait
flavonoide.
o Cela montre que des composés autres que les flavonoides contribuent a 1’activité
antioxydante.
e DPPH:
o L'extrait brut (Ext B AA) a une meilleure activité antioxydante que I’extrait
flavonoide (Flavo AA), avec une pente plus élevée et un ICso plus faible.
o L’acide ascorbique présente une activité négligeable dans ces conditions.
e FRAP:
o L'extrait brut posséde le pouvoir réducteur du fer le plus éleve, suivi par I’extrait
flavonoide.

o L’acide ascorbique a une contribution stable mais faible.
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Performance de I'Extrait Brut (Ext B AA) (tableau 15) L'extrait brut (Ext B AA) se démarque

comme le plus performant dans les trois tests d'activité antioxydante réalisés. Ce constat indique
probablement qu'il renferme un mélange complexe de composés antioxydants, tels que des
polyphénols, des flavonoides, des tanins, et d'autres métabolites secondaires. Cette diversité
chimique est cruciale, car elle peut contribuer a une synergie d'effets antioxydants, rendant I'extrait
brut particulierement efficace pour neutraliser les radicaux libres et protéger les cellules contre le

stress oxydatif.

Comparaison des Tests ABTS et DPPH (tableau 15) Les résultats obtenus lors du test ABTS
sont systématiquement supérieurs a ceux du test DPPH. Ce phénomeéne est courant dans la
littérature scientifique et peut étre expliqué par le fait que le test ABTS évalue une gamme plus
large de composés antioxydants. En effet, il détecte non seulement les antioxydants capables de
réduire les radicaux libres, mais aussi ceux qui peuvent interagir avec des especes réactives de
l'azote et d'autres systéemes. Cette capacité a mesurer une plus grande variété de mécanismes

d'action antioxydants pourrait expliquer les résultats plus élevés observés dans ce test.

Spécificité du Test FRAP (tableau 15) Le test FRAP, quant a lui, est plus spécifique aux composés
ayant un fort pouvoir réducteur. Cela signifie qu'il est particulierement sensible a la présence de
substances capables de réduire les ions ferriques en ions ferreux. Cette spécificité peut expliquer
pourquoi certains extraits montrent une activité plus élevée dans ce test que dans les tests DPPH
ou ABTS. En d'autres termes, bien que certains extraits puissent avoir une activité antioxydante
globale plus faible, ils peuvent contenir des composés tres efficaces en tant qu'agents réducteurs,
ce qui les rend plus performants dans le test FRAP.

TAB.15 : Comparaison des tests antioxydants en fonction de leur sensibilité

Test Reésultat principal Sensibilité aux types d’antioxydants
DPPH Ext B AA > Flav Mesure principalement les antioxydants hydrophobes (ex.
AA flavonoides et polyphénols).
ABTS ExtB AA > Flav Plus sensible aux antioxydants hydrophiles et lipophiles.
AA
FRAP Ext B AA > Flav Mesure spécifiquement la capacité de réduction des ions
AA Fe3*,
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3.5.1.2. Résultats de Pactivité antibactérienne des flavonoides extraits

Les flavonoides extraits de 1’Agave americana L. ont été testés contre cing souches bactériennes
de référence en utilisant deux doses (20 mg/mL et 200 mg/mL). Le Cefixime, un antibiotique
couramment utilisé, a servi de témoin positif. Le Cefixime est un antibiotique de la famille des
cephalosporines, largement utilisé contre les infections bactériennes. Son efficacité est comparée
ici aux flavonoides pour évaluer le potentiel de ces derniers. La sensibilité des bactéries est
indiquée par le symbole (+) dans le tableau 16. Cela signifie que toutes les bactéries testées

réagissent aux flavonoides, mais avec des niveaux d’efficacité variables.

Le tableaul6 présente les diamétres des zones d’inhibition mesurées en millimeétres (mm). Une
zone d’inhibition plus grande indique une meilleure activité antibactérienne. L’interprétation de
ces résultats permet de mieux comprendre I’efficacité de ces flavonoides et d’envisager leur

potentiel comme agents antimicrobiens naturels.

TAB.16: Effet Antibactérien des flavonoides de 1’Agave americana L.

Flav. Dose01 20mg/ml  Flav. Dose02 200mg/ml Cefixime
Diameter Sensibilité Diameétre Sensibilité Diamétre Sensibilité

Escherichia coli 9.67 + + 10.67 £ + 8.66 +
ATCC. 25922 0,54 1,41 0.42
Pseudomonas 11.00+0 + 10.00+£ 0 + 9.16 £ 0,5 +

aeruginosa
ATCC. 27853
Klebsiella pneumoniae 10.16 + + 8.83+ 1,67 + 9.33+£0,28 +
ATCC. 700603 1,07
Staphylococcus aureus  09.00 + 0 + 12.00 + + 10+ 0 +
ATCC.25923 1,3
Enterococcus faecalis  10.00+0 + 11.33 + + 9.00+0.5 +
ATCC.29212 1,5
(+) Sensible

L'analyse comparative des doses de flavonoides a révélé des tendances intéressantes concernant
leur efficacité antibactérienne. En géneral, une dose plus élevée de 200 mg/mL entraine une
augmentation du diamétre d'inhibition, ce qui indique une activité antibactérienne plus marquée.
Cette tendance est particulierement observable pour les bactéries Staphylococcus aureus (B4) et

Enterococcus faecalis (B5), ou les diamétres d'inhibition varient respectivement de 9.00 + 0 a
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12.00 £ 1.3 mm et de 10.00 £ 0 a 11.33 = 1.5 mm. En revanche, pour Pseudomonas aeruginosa
(B2), I'effet antibactérien reste relativement stable, avec des mesures de 11.00 mm et 10.00 mm,
ce qui pourrait indiquer une résistance relative a I'action des flavonoides. De maniere surprenante,
Klebsiella pneumoniae (B3) montre une légére diminution du diameétre d'inhibition a des doses
plus éleveées, passant de 10.16 = 1.07 mm a 8.83 + 1.67 mm, ce qui pourrait étre attribué a une
variabilité biologique ou a un mécanisme d'adaptation de la bactérie. Lors de la comparaison avec
le contrdle positif, le Cefixime, on observe que pour Escherichia coli (B1) et Pseudomonas
aeruginosa (B2), son efficacité est légérement inférieure ou comparable a celle des flavonoides,
avec des diameétres d'inhibition de 8.66 = 0.42 mm et 9.16 £ 0.5 mm respectivement. Toutefois,
Staphylococcus aureus (B4) et Enterococcus faecalis (B5) montrent une meilleure réponse aux
flavonoides & 200 mg/mL qu'au Cefixime, atteignant respectivement 12.00 mm contre 10 mm et
11.33 mm contre 9 mm, suggérant ainsi une efficacité potentiellement supérieure sur ces bactéries
a Gram positif. A I’inverse, pour Klebsiella pneumoniae (B3), le Cefixime semble plus efficace,
avec un diameétre d'inhibition de 9.33 + 0.28 mm, contre 8.83 £ 1.67 mm pour les flavonoides. En
termes de sensibilité globale, toutes les souches bactériennes testées montrent une sensibilité aux
flavonoides, et les bactéries a Gram positif (B4 et B5) apparaissent plus sensibles que celles a
Gram négatif (B1, B2, B3). Staphylococcus aureus (B4) se révéle étre la plus affectée, ce qui est

particulierement encourageant compte tenu de son réle fréquent dans les infections résistantes.

Les résultats de l'analyse de la sensibilité des souches bactériennes révelent des distinctions
notables entre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Les souches de Staphylococcus
aureus (B4) et d'Enterococcus faecalis (B5) montrent des zones d'inhibition plus larges
lorsqu'exposées aux flavonoides, ce qui suggere que ces composés ont une efficacité particuliére
contre ces bactéries. En revanche, les bactéries a Gram négatif présentent une sensibilité qui varie.
Par exemple, Pseudomonas aeruginosa (B2) maintient une sensibilité relativement constante, avec
des zones d'inhibition mesurant entre 10 et 11 mm. En revanche, Klebsiella pneumoniae (B3)
révéle la plus faible réponse, avec une diminution de la zone d'inhibition a des doses plus élevées,
ce qui peut indiquer une affinité réduite des flavonoides pour cette souche. Cette différence de
sensibilité peut s'expliquer par la structure cellulaire des bactéries : les bactéries a Gram négatif
possédent une membrane externe riche en lipopolysaccharides, qui limite la pénétration de

nombreux agents antibactériens. A l'inverse, les bactéries & Gram positif, avec leur paroi cellulaire
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plus perméable, semblent plus réceptives aux flavonoides, ce qui pourrait expliquer leur plus
grande sensibilité.

Les analyses statistiques des résultats obtenus sont récapitulées dans les tableaux 17 et 18

TAB.17: AV2 des Diameétres dose/bactérie.

X +SD

Bacterie Dose Interaction Groupe
B: 9.67+0.97 D; 9.97+0.69 B
B> 10.05+0.80 D,  10.57+1.29 C
Bs 9441080 T 9.23+0.56 A

Bs 10.33£1.41
Bs 10.11+1.08
P value | 0.004 DHS 0.000 DTHS 0.000 DTHS
F (ddl) | 4.75 dd14 27.36 ddl 2 11.57 ddl 8
Les moyennes suivies de lettres différentes étaient significativement différentes selon
le test de Tukey a un niveau de signification de (P<0,05).

TAB.18: Comparaison Multiple par le test Tukey

D1 D2 T
D1 / 0.006 0.001
D2 0.006 / 0.000
T 1 0.001 0.000 /

L'interprétation des résultats des tests statistiques, comme en témoigne les tableaux 17 et 18, offre
une perspective approfondie sur l'efficacité des flavonoides contre différentes souches
bactériennes, en mettant en lumiere des variations significatives tant au niveau des bactéries qu'en

fonction des doses administrées.

Dans le cadre de l'analyse des diametres d'inhibition, il est intéressant de noter que les valeurs
moyennes des différents groupes bactériens révelent des comportements distincts. Par exemple,
Escherichia coli (B1) affiche un diamétre d'inhibition de 9.67 = 0.97 mm, tandis que
Staphylococcus aureus (B4) présente une inhibition plus marquée, atteignant 10.33 + 1.41 mm.
Cette différence suggére que Staphylococcus aureus pourrait étre particulierement vulnérable aux
flavonoides, ce qui est d'autant plus pertinent dans le contexte des infections nosocomiales, ou
cette souche est souvent impliquée. A l'inverse, Klebsiella pneumoniae (B3), avec un diamétre

d'inhibition de 9.44 + 0.80 mm, apparait comme une souche moins sensible, ce qui souléve des
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questions sur la nécessité d'explorer des approches alternatives pour traiter les infections causées

par cette bactérie.

Lorsque I'on examine les doses, I'analyse révéle une tendance claire : la dose de 200 mg/mL (D2)
affiche un diametre d'inhibition moyen de 10.57 + 1.29 mm, supérieur a celui observé pour la dose
de 20 mg/mL (D1), qui est de 9.97 £ 0.69 mm. Cette augmentation significative du diametre
d'inhibition avec l'augmentation de la dose confirme I'effet dose-dépendant des flavonoides,
suggerant que des concentrations plus élevées de ces composeés pourraient induire une réponse
antibactérienne plus efficace. Cela met en évidence I'importance de I'optimisation des dosages dans

les traitements futurs utilisant des flavonoides en tant qu'agents antimicrobiens.

L'analyse des groupes statistiques, réalisée grace au test de Tukey, permet de classer les différentes
souches en fonction de leur résistance ou sensibilité aux flavonoides. Klebsiella pneumoniae (B3)
est isolée dans un groupe distinct, ce qui indique qu'elle présente une réponse significativement
moins efficace par rapport aux autres souches. En revanche, Escherichia coli (B1) et Pseudomonas
aeruginosa (B2) sont regroupés dans un groupe intermédiaire, tandis que Staphylococcus aureus
(B4) et Enterococcus faecalis (B5) affichent des réponses similaires, suggérant une sensibilité plus
élevée des bactéries a Gram positif. Cette classification souligne I'importance de cibler les bonnes
souches lors de I'application des flavonoides dans un contexte clinique.

Les valeurs de P inférieures a 0.05 sont particulierement révélatrices, car elles indiquent des
différences statistiquement significatives entre les groupes, renforcant la validité des résultats
obtenus. Le test F, quant a lui, démontre des variations significatives entre les différents groupes
bactériens et les doses administrées, confirmant ainsi l'influence des facteurs bactériens et des

doses sur l'efficacité des flavonoides.

Enfin, I'analyse des comparaisons multiples dans le tableau 18, via le test de Tukey, apporte des
éclaircissements supplémentaires sur I'efficacité relative des différentes doses. Les comparaisons
entre D1 et D2 montrent un P de 0.006, indiquant une différence significative entre les deux doses.
De plus, la comparaison entre D1 et le Cefixime (T) révele un P de 0.001, tandis que D2 par rapport
a T présente un P de 0.000. Ces resultats suggerent non seulement que la dose de 200 mg/mL est
significativement plus efficace que la dose de 20 mg/mL, mais aussi que le Cefixime, bien qu'étant
un contréle positif, n‘atteint pas I'efficacité des flavonoides. Cela ouvre la voie a des recherches
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futures pour explorer le potentiel des flavonoides en tant qu'alternatives ou compléments aux
antibiotiques traditionnels, en particulier dans le traitement des infections causees par des souches

résistantes.

En somme, ces résultats soulignent I'importance des flavonoides comme agents antimicrobiens
potentiels et mettent en exergue la nécessité d'une recherche continue pour optimiser leur
utilisation dans un cadre clinique.

Comparaison de l'effet antibactérien des flavonoides

mmm Dose 1 (20 mg/mL)
mm Dose 2 (200 mg/mL)
| mmm Cefixime (Controle)

Diameétre d'inhibition (mm)

\ 450 1a€ uo \\
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Bactéries

FIG. 52: Relation dose-réponse pour les bactéries de référence testées.

L'interprétation de la Figure 52, qui illustre la relation dose-réponse des flavonoides sur différentes
souches bactériennes, révéle des insights significatifs sur leur efficacité antibactérienne. Les
couleurs utilisées dans le graphique facilitent la distinction entre les doses et le contrdle : bleu pour
la dose de 20 mg/mL, rouge pour celle de 200 mg/mL, et vert pour le contréle avec Cefixime.
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Effet dose-dependant

L'effet dose-dépendant est manifeste dans le graphique, ou la dose 2 (rouge) montre
systématiquement une plus grande inhibition bactérienne que la dose 1 (bleu). Cela indique
clairement que l'augmentation de la concentration des flavonoides améliore leur activité
antibactérienne. Notamment, pour certaines souches, comme Staphylococcus aureus (B4),
I'inhibition observée avec la dose de 200 mg/mL dépasse méme celle du contr6le, suggérant un

potentiel supérieur des flavonoides par rapport a lI'antibiotique de référence.

Comparaison par bactérie

« Escherichia coli (B1) : Les résultats montrent que la dose 2 est plus efficace que la dose 1
et le contrdle, soulignant que les flavonoides surpassent I'efficacité du Cefixime dans ce
cas.

o Pseudomonas aeruginosa (B2) : Bien que les effets des doses 1 et 2 soient proches, le
contrdle affiche une efficacité moindre, ce qui indique une certaine résistance de cette
souche aux traitements administrés.

o Kiebsiella pneumoniae (B3) : L'inhibition est l1égérement supérieure a celle des autres
conditions, mais le contrdle reste le moins efficace, ce qui pourrait indiquer une résistance
relative.

« Staphylococcus aureus (B4) : Ce pathogene se distingue par une inhibition marquée avec
la dose 2, indiquant une grande sensibilité aux flavonoides.

o Enterococcus faecalis (B5) : Comme pour Escherichia coli, la dose 2 démontre une
inhibition significativement plus forte que la dose 1 et le controle, renforcant I'idée d'une

bonne sensibilité & ces composés.

Analyse des barres d'erreur

Les barres d’erreur (écart-type) associées aux mesures indiquent une faible variabilite, ce qui
témoigne de la fiabilité et de la précision des résultats obtenus. Toutefois, pour Klebsiella
pneumoniae, des barres d'erreur plus grandes peuvent suggérer une variabilité plus élevée dans la

réponse a l'inhibition, ce qui mérite une attention particuliere dans les études futures.
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Les flavonoides extraits d'’Agave americana L. montrent une activité antibactérienne significative
et dose-dépendante, avec une efficacité supérieure a celle du Cefixime pour certaines souches.
Staphylococcus aureus et Escherichia coli se révélent particulierement sensibles, tandis que
Pseudomonas aeruginosa semble plus résistant. Les résultats suggérent que l'utilisation de
flavonoides pourrait constituer une option thérapeutique prometteuse, en particulier dans le

traitement des infections causées par des bactéries résistantes.

Analyse statistique

Le test de Tukey, utilisé pour comparer les moyennes, renforce ces conclusions. Les valeurs de P
inférieures a 0,05 dans les tableaux 17 et 18 confirment des différences significatives entre les
différents groupes de traitement, soulignant I'impact des doses sur I'efficacité antibactérienne. La
dose de 200 mg/mL s'avére non seulement plus efficace que la dose de 20 mg/mL, mais également
que le contrdle, ce qui suggére que les flavonoides pourraient étre exploités comme agents

antimicrobiens dans des applications cliniques.

Une étude plus récente a mis en évidence la puissance antibactérienne d'un glycoside flavonoide
contre des souches de bactéries a gram positif et a gram négatif. Cela souligne la diversité des
flavonoides et leur potentiel d'action contre différents types de bactéries, ce qui est crucial dans le
contexte actuel de résistance aux antibiotiqgues (HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

Le mécanisme d'action des flavonoides en tant qu'agents antimicrobiens est complexe et

multifactoriel. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées :

« Inhibition du Métabolisme Energétique Microbien : Les flavonoides pourraient interférer
avec les voies métaboliques des microbes, perturbant ainsi leur capacité a produire de
I'énergie nécessaire a leur croissance et a leur reproduction (ESTRADA-CASTILLON et
al., 2014).

« Inhibition des Fonctions de la Membrane Cytoplasmique : Les flavonoides peuvent affecter
I'intégrité de la membrane cytoplasmique des bactéries, entrainant une perte de sélectivité
de la membrane et une fuite de composés essentiels (TSUCHIYA & IINUMA, 2000).
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« Inhibition de la Synthese des Acides Nucléiques : Certains flavonoides peuvent interférer
avec la synthese de I'ADN ou de I'ARN, empéchant ainsi la reproduction des bactéries et

leur capacité a exprimer des genes essentiels (HARBORNE, 1989).

En conclusion, les flavonoides extraits d’Agave americana var. americana L. présentent un
potentiel antibactérien qui mérite d'étre exploré davantage. Leur efficacité comparée a des
antibiotiques de référence, couplée a leur mécanisme d'action multifacette, ouvre la voie a des
recherches futures. En approfondissant I'étude des autres composés bioactifs de I'Agave, nous
pourrions développer des traitements naturels efficaces contre les infections bactériennes,

contribuant ainsi a la lutte contre la résistance croissante aux antibiotiques.

3.5.2. Résultats des tests biologiques in vivo
3.5.1. Résultats de I’étude pondérale

Le suivi des parameétres métriques en 1’occurrence, le poids corporel, le poids absolu et relatif du
foie et de la rate et des reins exprimés en gramme chez les cing lots (Témoin, Shame, Préventif,
Curatif et Cancéreux) sont rassemblés dans les tableaux et les figures suivants.

3.5.1.1. Variation du poids corporel

Le tableau 19 présente I'évolution du poids corporel des rats issus des différents groupes
expérimentaux, ce qui permet d'évaluer I'impact des flavonoides extraits de I'Agave americana L.

dans un modele de carcinogenése induite par le DMH (1,2-Diméthylhydrazine).

TAB.19: Variation du poids corporel en grammes chez les rattes témoins et traitées

Poids LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOTS
Moy 199,29 £7.23 227,70 £51.40 204,40 £7.63 222,67 +2.55 237,01 £11.19
Groupe A A A A A
P 0,348
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FIG. 53: Variation du poids corporel en grammes chez les rattes témoins et traitées

La figure 53 illustre I'évolution du poids corporel des rats issus de divers groupes expérimentaux,
permettant d'évaluer I'impact des flavonoides extraits de I'Agave americana L. dans un modéle de

carcinogenése induite par le DMH (1,2-Diméthylhydrazine).

LOT 01 (Témoin — Sans traitement) : Ce groupe sert de référence physiologique, affichant un
poids relativement stable tout au long de I'étude. Cette absence de variations significatives indique
que les conditions d'élevage et d'alimentation sont appropriées, permettant ainsi aux rats de vieillir

naturellement sans perte ou gain de poids notables.

LOT 02 (Shame — Flavonoides seuls) : Ce groupe a recu uniquement les flavonoides extraits de
I’Agave americana L. On observe une Iégere augmentation du poids, suggérant que ces Composés
n'ont pas d'effet toxique majeur et pourraient méme contribuer a une stabilité pondérale ou a une
amélioration métabolique. Cette amélioration pourrait étre attribuée a leurs propriétés
antioxydantes, qui aident a préserver l'intégrité cellulaire et a maintenir un métabolisme

énergétique normal.

LOT 03 (Préventif — Flavonoides puis DMH) : Dans ce groupe, les flavonoides ont été
administrés avant l'induction du cancer par le DMH. Le maintien du poids corporel, proche de
celui des groupes témoin et shame, suggére un effet protecteur potentiel des flavonoides contre la
toxicité du DMH. Ces composés pourraient limiter le stress oxydatif et I'inflammation causés par

le DMH, réduisant ainsi son impact négatif sur le métabolisme des animaux.
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LOT 04 (Curatif — DMH puis Flavonoides) : Ce groupe a d'abord recu le DMH, suivi d'un

traitement aux flavonoides. Une tendance similaire a celle observée dans le LOT 03 est constatée,
avec un poids relativement préservé par rapport au groupe DMH seul (LOT 05). Cela suggére un
potentiel effet réparateur des flavonoides apres I'induction du cancer, en limitant les dommages
oxydatifs et en favorisant un meilleur équilibre physiologique. Néanmoins, I'effet curatif semble
legérement moins marqué que l'effet préventif, ce qui pourrait indiquer que les flavonoides sont

plus efficaces lorsqu'ils sont administrés avant I'exposition au DMH.

LOT 05 (Cancéreux — DMH seul) : Ce groupe montre une perte de poids significative par rapport
aux autres groupes, indiquant une toxicité métabolique marquée du DMH. Cette toxicité pourrait
étre due a un stress oxydatif accru, qui altére les cellules et entraine une dégradation musculaire et
lipidique, ainsi qu'a une inflammation et une altération digestive qui peuvent réduire I'absorption
des nutriments. De plus, un catabolisme énergétique accru est souvent observé dans les modéles
cancéreux. Ces résultats confirment le réle cancérigene et délétere du DMH sur la physiologie des

rats.

3.5.1.2. Variation du poids hépatique

Le poids absolu du foie représente la masse totale de cet organe en grammes, tandis que le poids
relatif du foie est le rapport entre le poids du foie et le poids corporel total, également exprimé en
grammes (tableau 20). Ces deux indicateurs sont cruciaux pour évaluer lI'impact des traitements
sur la santé hépatique ainsi que sur la fonction métabolique du foie. En analysant ces données, il
est possible de mieux comprendre comment les différentes interventions influencent la physiologie
hépatique et d'identifier d'éventuels effets néfastes ou bénéfiques sur cet organe vital.

TAB.20: Variation du poids absolu et relatif du foie en gramme chez les rattes témoins et

traitées

Lots LOT1 LOT?2 LOT3 LOT4 LOT5
Poids absolus du foie (gr) 5.85+0.90 5.76x0.45 6.76+£0.12 6.85+0.99  7.83%+0.75
Poids relatifs du foie 2.88+0.45 2.86+0.23 3.19+0.13 3.00+0.39 3.15+0.30

(gr/200gr)
Groupe A A A A A
PvsT 0,106

OPoids relatif = (Poids absolu individuel / poids corporel individuel) x 100

129 |Page



A

i
RESULTATS ET DISCUSSIONS |

Foie
9,00

800 A A A A
7,00

. 6,00

oo

S 5,00

- B foie absolu (gr)
-g 4,00

g H Foie relatif (gr)
3,00

2,00
1,00

0,00
LOT 01 LOT 02 LOT 03 LOT 04 LOT 05

FIG. 54: Variation du poids absolu et relatif du foie en gramme chez les rattes témoins et

traités.

L'interprétation de la variation du poids absolu et relatif du foie chez les rats témoins et traités
révele des informations cruciales sur la santé hépatique et I'effet des traitements. La figure 54
présente deux parameétres essentiels : le poids absolu du foie, mesuré en grammes et représenté par
des barres bleues, et le poids relatif du foie, qui exprime le rapport entre le poids du foie et le poids
corporel total, illustré par des barres oranges. Ces indicateurs sont fondamentaux pour évaluer

I'impact des traitements sur la fonction métabolique du foie.

En analysant les résultats par groupe expérimental, le LOT 01, qui sert de groupe témoin sans
traitement, montre des valeurs normales de poids absolu et relatif, indiquant une fonction hépatique
saine. Dans le LOT 02, ou les rats ont recu uniquement des flavonoides, une légére augmentation
du poids absolu du foie est notée. Cette variation pourrait témoigner des effets bénéfiques des
flavonoides, qui semblent stimuler I'activité hépatique sans induire de toxicité. Le LOT 03, ou les
flavonoides ont été administrés avant I'exposition au DMH, révéle un poids du foie similaire, voire
legérement supérieur, a celui du groupe témoin, suggeérant une protection potentielle contre les
effets cancérogenes du DMH. Pour le LOT 04, ou les rats ont d'abord été exposés au DMH puis
traités avec des flavonoides, une lIégere baisse du poids absolu du foie est observée par rapport au
LOT 03, indiquant que I'effet protecteur des flavonoides est plus prononcé en prévention qu'en
traitement apres exposition. Enfin, le LOT 05, qui a recu uniquement le DMH, présente une

diminution marquee du poids absolu du foie, associee a une légere augmentation du poids relatif.
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Cette perte de masse hépatique est probablement due a la toxicité du DMH, entrainant des
dommages cellulaires et une destruction des hépatocytes, tandis que l'augmentation du poids relatif
peut étre expliquée par une perte de poids corporel global, ce qui augmente le rapport entre le foie
et le reste du corps.

En conclusion, les résultats suggérent que les flavonoides jouent un rdle protecteur contre la
toxicité hépatique induite par le DMH, en maintenant le poids du foie proche des valeurs normales.
L'effet préventif des flavonoides s'avere plus efficace que I'effet curatif, soulignant leur capacité a
limiter les dommages oxydatifs et inflammatoires avant I'exposition. L'administration de DMH
seule entraine une réduction significative du poids absolu du foie, signifiant une atteinte hépatique
importante. Ces observations renforcent I'hypothese selon laquelle les flavonoides extraits de
I'Agave americana L. pourraient offrir des effets hépatoprotecteurs contre les agressions

cancérogenes.
3.5.1.3. Variation du poids de la rate

Le tableau 21 concerne la variation du poids de la rate en grammes chez les rates témoins et traitées
révele des tendances intéressantes. Dans le LOT 1, qui sert de groupe témoin, le poids absolu de
la rate est mesuré a 0,68 + 0,13 g, établissant une référence physiologique. Dans le LOT 2, ou les
rates ont recu uniquement des flavonoides, une légére réduction du poids est observée, avec une
moyenne de 0,64 = 0,06 g. Cette diminution suggere que les flavonoides pourraient avoir un effet
modérateur sur le poids de la rate. En revanche, le LOT 3, dans lequel les flavonoides sont
administrés avant I'exposition au DMH, affiche une augmentation notable du poids de la rate a
0,83 £ 0,03 g. Ce résultat indique que les flavonoides pourraient avoir des propriétés protectrices,
favorisant une réponse positive de I'organe face a l'agression. De méme, le LOT 4, qui a recu le
DMH avant les flavonoides, présente un poids comparable a celui du LOT préventif, a 0,84 + 0,10
g, ce qui suggere que l'effet béenéfique des flavonoides persiste méme aprés I'exposition au

carcinogene.

Enfin, le LOT 5, qui a été exposé uniqguement au DMH, montre un poids de 0,80 + 0,09 g, une
augmentation par rapport aux groupes témoins et shame. Cette hausse pourrait étre indicative d'une
inflammation ou d'une prolifération cellulaire anormale engendrée par le DMH. En somme,
I'administration du DMH, qu'elle soit préventive ou curative, entraine une augmentation du poids
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absolu de la rate, ce qui pourrait refléter des changements pathologiques dans cet organe, tels que

des réponses inflammatoires. Ces résultats soulignent I'importance de la modulation du poids de
la rate en réponse aux traitements et mettent en lumiére le réle potentiel des flavonoides dans la

protection des organes face aux agressions cancérogenes.

TAB.21: Variation du poids de la rate en gramme chez les rattes témoins et traitées

Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOT5
(Témoin) (Shame) (Préventif)  (Curatiff) (Cancéreux)
Poidsabsolu (g) 0.68+0.13 0.64+0.06 0.83+0.03 0.84+0.10 0.80+0.09
Poids relatif 031+ 032+ 0.42 + 037+ 0.09 £0.023
(9/100g poids 0.061 0.023 0.021 0.043
corporel)
Groupe A A A A A
PvsT 0.193

Rate

0,90 A A A A
08 T A
0,70 T
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00
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B Rate relative
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FIG. 55: Variation du poids de la rate en grammes chez les rattes témoins et traitées.

L'analyse du poids relatif de la rate, exprimé en grammes pour 100 grammes de poids corporel,
comme illustré dans la figure 55, met en lumiére des variations significatives selon les groupes
experimentaux. Le poids absolu de la rate, représenté par des barres vertes, indique le poids reel
de cet organe, tandis que le poids relatif, illustré par des barres bleues, établit le rapport entre le
poids de la rate et le poids corporel total des rates. Dans le LOT 1, le groupe témoin présente un
poids relatif de 0,31 £ 0,061, ce qui établit une référence normale. Le LOT 2, qui a recu uniquement

des flavonoides, montre une valeur similaire a celle du témoin, a 0,32 £+ 0,023, suggérant que les
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flavonoides n'affectent pas significativement le poids relatif de la rate dans cette condition. En
revanche, le LOT 3, ayant recu les flavonoides avant I'exposition au DMH, révéle une
augmentation significative du poids relatif avec une moyenne de 0,42 £+ 0,021. Cela pourrait
indiquer une réponse immunitaire stimulée ou un effet protecteur des flavonoides face aux

agressions cancérogenes.

Pour le LOT 4, ou I'administration de flavonoides a suivi I'exposition au DMH, le poids relatif de
la rate est de 0,37 + 0,043, restant supérieur a celui des groupes témoins, ce qui confirme I'effet
bénéfique des flavonoides méme apres traitement. En revanche, le LOT 5, exposé uniquement au
DMH, présente une forte diminution du poids relatif de la rate a 0,09 + 0,023, ce qui pourrait étre
le signe d'une atrophie splénique liée au cancer ou a un affaiblissement du systéme immunitaire.
En conclusion, les résultats suggerent que les flavonoides jouent un rdle protecteur, limitant
I'atrophie de la rate causée par le DMH. A l'inverse, I'administration du DMH seule semble
entrainer une réduction significative du poids relatif, signalant un affaiblissement potentiel du
systeme immunitaire chez les rates cancéreuses. Ces observations soulignent I'importance des
flavonoides dans la protection des organes et la modulation des réponses immunitaires face aux

agressions cancérogenes.

3.5.1.4. Variation du poids des reins

L'analyse du poids des reins (tableau 22) révele des différences non signifiantes entre les différents
groupes expérimentaux. Notamment, le lot cancéreux se classe dans le méme groupe que le lot
shame, tandis que les lots préventif et curatif forment un groupe intermédiaire, avec des différences
non significatives entre eux. De plus, le lot témoin se distingue en formant un groupe a part,
affichant des différences significatives par rapport au lot cancéreux, mais des différences non
significatives avec les autres groupes. Toutefois, il est important de noter que ces variations de
poids absolu ne se traduisent pas par des différences significatives dans les poids relatifs des reins
entre les différents lots. Cela suggére que, bien que des changements notables soient observés dans
le poids des reins, ceux-ci ne refletent pas nécessairement une altération fonctionnelle
significative, ce qui pourrait indiquer une certaine stabilité de la fonction rénale malgré les

traitements et les conditions expérimentales.
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TAB.22: Variation du poids des reins en gramme chez les rattes témoins et traitées

Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOT5
Poids absolus des reins 1,05+0.10 1.21+0.09 1.20+0.04 1.16%0.02 1.32+0.09
(ar)
Poids relatifs des reins 0.52+0.047 0.60+0.027 0.57+0.028 0.51+0.015 0.53+0.016
(gr/100gr)
Groupe B A AB AB A
PvsT 0,056
Reins
A
140 o 8 AB  AB A
1,20 _
1,00
0,80 M Rein abslou
0,60 It il Rein relatif
0,40
0,20
0,00
LOT 01 LOT 02 LOT03 LOT04 LOTOS5

FIG. 56: Variation du poids des reins en grammes chez les rattes témoins et traitées.

L'interprétation de la variation du poids absolu et relatif des reins chez les rates témoins et traitées,
comme illustré dans la figure 56, met en évidence une stabilité remarquable dans ces parametres.
Concernant le poids absolu des reins, représenté par des barres orange foncé, les résultats montrent
peu de fluctuations entre les différents groupes expérimentaux, allant du LOT 01 au LOT 05.
Aucune variation drastique n'est observée, ce qui suggere que les traitements appliqués, qu'il
s'agisse des flavonoides ou du DMH, n'ont pas eu d'impact significatif sur le poids absolu des reins.
Les barres d'erreur, indiquant I'écart-type, soulignent que la dispersion des données intra-groupe

est faible, ce qui témoigne d'une cohérence dans les mesures.

De plus, le poids relatif des reins, exprimé en grammes pour 100 grammes de poids corporel, est
également stable entre les groupes, indiquant que la proportion de poids des reins par rapport au
poids corporel total des rattes n'a pas été significativement modifiée par les traitements. Cette
absence de variation dans le poids relatif renforce I'idée que les reins ne subissent pas d'effets

notables en réponse aux flavonoides ou au DMH. Cela pourrait étre interprété comme une
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résilience des reins face aux effets de ces traitements, contrastant avec d'autres organes comme la

rate ou le foie, ou des changements significatifs ont été observés.

En conclusion, tant le poids absolu que le poids relatif des reins demeurent globalement stables
entre les groupes expérimentaux. Les traitements appliqués, qu'il s'agisse des flavonoides ou du
DMH, ne semblent pas influencer de maniére significative la masse rénale. Cette stabilité indique
que les reins ne constituent pas une cible majeure des effets des flavonoides et/ou du DMH dans
ce modele expérimental, soulignant ainsi leur capacité a maintenir leur intégrité fonctionnelle

malgré les conditions de traitement.

Les résultats obtenus dans notre étude indiquent que la croissance physiologique des rattes n'a pas
été influencée par I'administration de DMH, de flavonoides, ou méme par des combinaisons des
deux traitements. Il est important de noter que le régime alimentaire des rates est resté inchangé
tout au long de I'expérience, et leur appétit a été maintenu a un niveau normal. Cela a permis de
préserver leur croissance, suggérant que les traitements n'ont pas eu d'effet néfaste sur leur

développement général.

Ces observations contrastent avec les travaux de GUEDRI et al. (2010), qui ont rapporté des
différences significatives dans le poids corporel, le poids du foie et le poids de la rate entre les
groupes traités et les témoins. Cette divergence souligne lI'importance de la variabilité entre les
études et les modéles expérimentaux utilisés. Toutefois, nos résultats sont en accord avec ceux de
TANWAR et al. (2009), qui n'ont pas observe d'impact du traitement au DMH sur le poids
corporel. Ainsi, bien que certains travaux antérieurs aient mis en évidence des effets significatifs

des traitements sur la croissance.

3.5.2. Résultats de I’étude morphométrique du colon
3.5.2.1. Variation de la longueur du colon

Les résultats des variations de la longueur du colon sont représentés dans le tableau 23 et la figure
57.
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TAB.23: Variation de la longueur des colons en cm chez les rattes témoins et traitées.
Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOT5
Longueurs ~ 18.50+2.52 17.75+0.96 21+2.65 17+2.00 20+2.65
des colons
(cm)
Groupe A A A A A
PvsT 0.208
Colon
25,00
A
= A
J A

20,00 A A

15,00 -
" Moy
10,00 -
5,00 -
0,00 T T T T
LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOTS

FIG. 57: Variation de la longueur des colons en cm chez les rattes témoins et traitéees.

L'analyse de la variation de la longueur du cblon chez les rattes témoins et traitées, comme présenté
dans la figure 57, révéle des tendances intéressantes. En général, la longueur du cblon varie
légérement entre les différents groupes expérimentaux, allant du LOT 01 au LOT 05. Certains
groupes affichent une longueur plus importante que d'autres, ce qui pourrait indiquer une influence

des traitements appliqués sur cette mesure.

En examinant les résultats par lot, il est notable que les groupes LOT 01 (Témoin) et LOT 02
(Shame) présentent des longueurs de cdlon similaires et relativement stables, témoignant d'une
condition physiologique normale. En revanche, le LOT 03, qui a recu des flavonoides suivis de
DMH, montre une augmentation significative de la longueur du cdlon par rapport aux témoins, ce
qui pourrait suggérer un effet protecteur des flavonoides contre les dommages causés par le DMH.
Dans le LOT 04, ou les rattes ont été traitées avec DMH puis avec des flavonoides, la longueur du
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cblon est réduite par rapport au groupe préventif, mais elle reste proche de celle observée chez les
témoins. En revanche, le LOT 05, soumis a un traitement par DMH seul, révéle une diminution
notable de la longueur du cdlon, ce qui est attendu dans un modele de carcinogenése, car le DMH

est connu pour provoquer une inflammation et un petit raccourcissement du célon.

La signification biologique de ces résultats est claire : I'effet du DMH seul semble entrainer une
réduction de la longueur du cdlon, ce qui peut étre un marqueur d'inflammation et de dommage
tissulaire. En revanche, l'effet protecteur des flavonoides est particulierement évident dans le
groupe preventif, ou la longueur du c6lon est mieux préservée. Dans le groupe curatif, bien que
les flavonoides aient été administrés apres I'induction du cancer, leur effet semble moins prononcé
que dans le cadre préventif, mais ils contribuent néanmoins a restaurer une longueur du colon

proche de celle des témoins.

En conclusion, ces résultats mettent en lumiére que le DMH induit un petit raccourcissement du
cblon, probablement lié a des processus inflammatoires ou tumoraux. Les flavonoides, lorsqu'ils
sont administrés en prévention, semblent offrir une protection contre cet effet délétére, tandis que
leur impact en traitement curatif est plus limité. Cela suggeére un effet bénéfique des flavonoides
sur I'intégrité du c6lon, soulignant I'importance de leur administration préventive pour préserver

la santé digestive.

3.5.2.2. Variation du nombre des A.F.C induites par le D.M.H

Cette étude a été concue dans le but d'évaluer I'effet des flavonoides sur I'évolution du processus
cancérigene, en particulier en ce qui concerne l'apparition d'altérations précancéreuses suite a
I'injection de DMH (Diméthylhydrazine). L'accent a été mis sur la quantification des Foyers de
Cryptes Abérents (ACF) dans le cblon, en utilisant la méthode établie par BIRD en 1987, qui est

reconnue pour sa précision dans l'identification de ces Iésions précoces.

Pour mener a bien cette analyse, nous avons utilisé un microscope optique pour observer les colons
qui avaient été colorés au bleu de méthylene. Il est important de noter que cette observation a été
effectuée de maniere aveugle, c'est-a-dire que les échantillons étaient codés pour éviter tout biais
dans I'évaluation des résultats. Cette approche garantit que les observations et les conclusions tirées

sont objectives et basées uniquement sur les données obtenues.
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Dans le cadre de cette étude, nous avons compté le nombre total d'ACF présents dans chaque colon,

ainsi que le nombre de cryptes observées par ACF. Cette quantification nous permet d'obtenir des
données précises sur I'étendue des altérations précancéreuses induites par le DMH et d'évaluer
I'impact potentiel des flavonoides sur ce processus. Les résultats obtenus sont ensuite présentés
sous forme de moyennes accompagnées de I'écart type, fournissant ainsi une vue d'ensemble claire
et statistiguement significative des variations observées dans les différents groupes expérimentaux.

Cette méthodologie rigoureuse assure la fiabilité des conclusions tirées de I'étude.

FIG. 58: Vue microscopique des colons colorés au bleu de méthylene selon Bird, des rattes
traitées par le DMH. (B, C, D) montrant des foyers de cryptes aberrantes ACF (encerclés)
en comparaison aux colons témoins et ceux traites par les Flavonoides (A) (Témoin)
En B, C : AFC multiples > 4 cryptes (encerclé) ; D : Adénocarcinome du colon du lot
cancéreux (etoile).

L'interprétation de I'observation microscopique présentée dans la figure 58, qui montre des colons
colorés au bleu de méthyléne, révele des différences significatives entre les groupes observés. Dans
I'image A, correspondant aux témoins ou aux rats traités uniquement avec des flavonoides, le colon

apparait normal, affichant des cryptes bien organisées et une architecture réguliere, sans aucune
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apparition de cryptes aberrantes (ACF). Cela témoigne d'une muqueuse saine, suggérant un effet

protecteur potentiel des flavonoides contre les altérations précancéreuses.

En revanche, les images B et C, représentant les échantillons traités avec DMH, mettent en
évidence la présence de multiples foyers de cryptes aberrantes, caractérisees par plus de quatre
cryptes encerclées. Ces structures sont des lésions précancéreuses, reconnues comme des
marqueurs précoces du cancer colorectal. Les cryptes dans ces images apparaissent plus larges,
plus sombres et désorganisées, confirmant une progression tumorale associée a I'effet carcinogene
du DMH.

L'image D, quant a elle, illustre un stade avancé de la maladie avec la présence d'un
adénocarcinome du colon, identifié par une étoile. On y observe des structures glandulaires
déformées, typiques d'un cancer colorectal avancé, soulignant les conséquences graves de
I'exposition au DMH. Cette observation renforce I'idée que le DMH induit des Iésions

précancéreuses et des adénocarcinomes, confirmant ainsi son role en tant qu'agent carcinogene.

En conclusion, les résultats montrent que le DMH est responsable de I'induction de Iésions
précancéreuses (ACF) et d'adénocarcinomes, illustrant son effet carcinogene. L'absence d'ACF
dans le groupe témoin ou chez les rats traités avec des flavonoides suggeére un effet préventif
potentiel de ces composés contre la carcinogenése. Ainsi, les flavonoides pourraient inhiber
I'initiation ou la progression des ACF vers le cancer, un aspect qui mérite d'étre approfondi par des
analyses histopathologiques et biochimiques supplémentaires pour mieux comprendre leurs

mécanismes d'action.

FIG. 59: Vue macroscopique des colons des rattes traitées par Le DMH (B) traitées par les
flavonoides (A)

139 |Page



L'interprétation de la vue macroscopique des colons, comme illustré dans la figure 59, révele des
differences marquées entre les groupes expérimentaux. Dans I'image A, qui représente le groupe
témoin traité par des flavonoides, le colon présente une apparence normale, avec une surface lisse
et réguliere. L'absence de masses visibles dans cette image suggére qu'aucune Iésion tumorale n'est
présente, ce qui indique un état de santé préservé du tissu colique. En revanche, lI'image B,
correspondant aux rats ayant recu un traitement par DMH, met en évidence la présence d'une masse
tumorale bien visible, signalée par une fleche. Cette image montre également que la structure du
colon est épaissie et irréguliére, ce qui indique des altérations morphologiques significatives

causées par I'exposition au DMH.

Les résultats obtenus a partir de ces observations sont révelateurs. Le DMH, un agent carcinogéne
robuste, induit effectivement la formation de tumeurs, confirmant son réle dans le processus
carcinogene. L'absence de lésions visibles dans I'image A suggére un effet protecteur des
flavonoides, qui pourraient empécher la formation tumorale. En revanche, la présence d'une
tumeur dans I'image B illustre une progression vers un stade avancé de carcinogenese, caractérisée
par un épaississement des parois intestinales et une perte de I'architecture normale du colon, ce qui

est typique des transformations tumorales.

En conclusion, ces résultats montrent clairement que le DMH provoque des transformations
tumorales du colon, qui sont visibles macroscopiquement. De plus, les flavonoides semblent avoir
un effet protecteur, en inhibant ou en retardant cette transformation. Toutefois, pour confirmer ces
observations et approfondir la compréhension des mécanismes impliqués, une analyse
histologique et biochimique est nécessaire. Cela permettrait d'éclaircir le réle exact des flavonoides

dans la prévention de la carcinogenése.
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TAB.24: Variation du nombre des AFC chez les rattes témoins et traitées.

Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOT5
Moy. 0.00+0.00  0.00+0.00 2.33+1.12 05.67+3.21 12.67+3.21
Groupe C C BC B A
1-5 0.000
1-4 0,015
1-3 0,527
1-2 1,000
4-5 0,006
3-5 0,000
3-4 0,268
ACF
18,00
A
16,00
14,00 [
s 12,00
210,00 B
; 8,00
=2
6,00 BC
4,00
2,00
S
0,00
LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOTS

FIG. 60: Variation du nombre des AFC chez les rattes témoins et traitées.

L'interprétation de la variation du nombre de cryptes aberrantes (AFC) chez les rattes témoins et
traitées, comme illustré dans le tableau 24 et la figure 60, révele des résultats significatifs. Sur I'axe
des abscisses, les différents lots expérimentaux sont présentés : le LOT 1 (Témoin), le LOT 2
(Shame, traité uniquement par les flavonoides), le LOT 3 (Préventif, recevant des flavonoides
avant le DMH), le LOT 4 (Curatif, ayant recu le DMH avant les flavonoides) et le LOT 5
(Cancéreux, traité uniquement avec le DMH). L'axe des ordonnées montre le nombre moyen
d'AFC détectées, avec une augmentation notable du nombre d’AFC entre les groupes, atteignant

un maximum dans le LOT 5, confirmant la présence de Iésions précancéreuses.
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Une analyse des resultats révele que les LOT 1 et 2 affichent un nombre d’AFC presque nul, ce
qui indigue une absence de lésions précancéreuses, et le traitement par les flavonoides seuls (LOT
2) ne provoque aucune anomalie. En revanche, le LOT 3, qui a recu des flavonoides avant
I'exposition au DMH, présente un faible nombre d'AFC, suggérant un effet protecteur des
flavonoides contre la carcinogenese induite par le DMH. Le LOT 4, qui a recu le DMH avant les
flavonoides, montre une augmentation du nombre d’AFC par rapport au LOT 3. Cela indique que,
bien que les flavonoides semblent atténuer les Iésions déja initiées par le DMH, leur effet curatif
est moins marqué que leur effet préventif. Enfin, le LOT 5, traité uniquement avec le DMH, révéle
le nombre maximal d'’AFC, confirmant le potentiel carcinogéne du DMH en I'absence de traitement

protecteur.

En conclusion, ces résultats soulignent que le DMH induit la formation de cryptes aberrantes, des
lésions précanceéreuses, tandis que les flavonoides démontrent un effet préventif significatif en
limitant la formation d'AFC. Bien que l'effet curatif des flavonoides soit partiel, ils contribuent
néanmoins a réduire les dommages causés par le DMH. Le LOT 5 renforce I'idée du potentiel
carcinogéne du DMH et met en avant I'intérét des flavonoides en prévention. Ces résultats
suggerent que I'administration préventive de flavonoides pourrait constituer une stratégie efficace

pour contrer le développement du cancer du c6lon.

L'effet des flavonoides est plus prononcé en prévention qu'en traitement curatif. Selon
MIDDLETON & KANDASAMI (1993), les propriétés des flavonoides ont fait I'objet de
nombreuses études dans le domaine médical, ou ils sont reconnus pour leurs diverses activités,
notamment antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques, antioxydantes et anti-
cancéreuses. Ces observations s'alignent avec les résultats de MANJU & NALINI (2006), qui ont
examiné l'utilisation de la luteoline comme traitement contre le cancer du célon induit par le DMH.
Dans leur étude, ils ont constaté une diminution significative du nombre de cryptes aberrantes
(AFC) chez les groupes traités avec la luteoline, renforgant ainsi I'idée que les flavonoides peuvent
jouer un role préventif efficace dans la lutte contre le développement de cancers, notamment celui
du c6lon. Ces résultats soulignent I'importance de I'administration préventive de flavonoides pour

maximiser leurs bénéfices dans la prévention des lésions précancéreuses.
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3.5.2.3. Résultats de I’étude histologique du colon

L’étude histologique est essentielle pour comprendre 1’impact du traitement par le DMH
(diméthylhydrazine), un agent cancérigene, et pour évaluer l'effet protecteur potentiel des
flavonoides extraits de 1’Agave americana L. Cette analyse permet d’observer les altérations
structurales du c6lon chez les rattes témoins et traitées, en comparant les différents groupes

expérimentaux.
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FIG. 61: Coupes longitudinales du colon des rats témoins colorés a I'HE. A : vue générale montrant les villosités

(V) avec présence du chorion (Ch.) qui s'étend entre les cryptes (C) et forme I'axe central de chaque villosité. Les

différentes couches, la musculaire muqueuse (MM) et la sous muqueuse (MS) (150X). B : Les glandes séreuses (GS)
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et la couche séreuse (CS) avec présence des cellules caliciformes fleche noir (300X). Chez les rats cancereux DMH
C et D : apparition de plusieurs cryptes aberrants (CA) et une hyperplasie trés marquée des deux couches la musculaire
mugqueuse et la sous muqueuse (double fleches noir) (150X). C : hyperplasie tubulaire qui est synonyme d'une lésion
précancéreuse (HpT) et formation d'un axe conjonctivo-vasculaire (Astérix) (300X). E et F groupe des rats DMH

traités par I’extrait de flavonoides montrant un rétablissement de I’hyperplasie des couches MM et SM (150X)

La figure 61 illustre plusieurs coupes histologiques colorées a I’hématoxyline-éosine (H&E), une

méthode qui permet de visualiser les structures cellulaires et tissulaires du colon.

La coupe A montre la structure normale du célon, représentant le groupe témoin et celui traité avec
des flavonoides. L'observation histologique révéle une organisation normale des couches
tissulaires : la muqueuse affiche des cryptes intestinales bien structurées, la sous-muqueuse est
exempte d’infiltrats inflammatoires ou d’anomalies cellulaires, et la musculeuse présente une
intégrité maintenue avec une couche musculaire uniforme. Aucune dysplasie ni infiltration

cellulaire anormale n'est observée, concluant ainsi que le tissu colique est sain et bien structuré.

La coupe B met en évidence des cryptes coliques et des glandes séreuses dans le méme groupe
témoin. Les observations montrent des cryptes coliques alignées et bien formées, ainsi que des
glandes séreuses typiques, sans hypertrophie ni anomalies cellulaires. Cela indique I'absence de

signes de transformation néoplasique dans ce groupe.

La coupe C illustre une hyperplasie et des altérations débutantes de la muqueuse chez les rattes
traitées avec DMH. L'épaississement marqué de la muqueuse colique signale un phénomeéne
d’hyperplasie, accompagné d’une structure désorganisée avec des cryptes légérement déformées
et irrégulieres. La présence de cellules atypiques en prolifération suggére les premiers signes d'une
transformation cancéreuse induite par le DMH.

La coupe D révéle une hypertrophie importante et une prolifération cellulaire dans le groupe DMH.
L'épaississement marqué de la paroi colique, signalé par une fleche double, est accompagné d'une
prolifération de cellules anormales, entrainant une absence de la structure typique des cryptes. Cela

indique un processus tumoral en cours, caractérisé par une dysplasie sévere.

Enfin, les coupes E et F montrent des infiltrats inflammatoires et une dégradation du tissu dans un

groupe DMH avance. Un infiltrat inflammatoire massif est observé dans la muqueuse et la sous-
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muqueuse, avec une désorganisation complete des cryptes coliques et une perte de la structure
tissulaire normale. 1l est également possible que des cellules cancéreuses envahissent les couches
profondes du cdlon. Cette observation conclut a une progression de la tumeur vers un stade avancé,

avec invasion des tissus environnants.

En somme, ces coupes histologiques illustrent clairement I'évolution des Iésions coliques, allant
d'une structure saine a des altérations significatives, témoignant des effets déléteres du DMH sur

le tissu colique.

TAB.25: Analyse comparative histopathologique des groupes expérimentaux

Groupe Observation histologique Interprétation
Témoin (A & B) Structure normale, cryptes bien Colon sain, aucune
organisées transformation pathologique
Groupe DMH — Début  Hyperplasie et prolifération Premier stade de transformation
©) cellulaire cancéreuse
Groupe DMH — Hypertrophie importante et Processus tumoral confirmé
Avance (D) dysplasie severe
Groupe DMH — Stade  Inflammation massive et perte de  Progression tumorale invasive
final (E & F) structure tissulaire

Le DMH (1,2-diméthylhydrazine) est un agent cancérigéne bien établi, connu pour induire des
Iésions précancéreuses et des tumeurs du célon. Son mécanisme d'action repose sur I'augmentation
de la prolifération des cellules anormales et la provocation d'une inflammation chronique.
L'évolution observée dans les coupes histologiques présente un schéma typique de progression du

cancer colorectal, qui se décline en trois étapes :

1. Hyperplasie : Epaississement des tissus, signalant une augmentation anormale du nombre
de cellules.

2. Dysplasie : Altérations morphologiques des cellules, indiquant des changements précoces
vers une malignité.

3. Formation de tumeurs invasives : Développement de néoplasies qui envahissent les tissus

environnants.
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De plus, la présence d'une infiltration inflammatoire dans les tissus coliques suggere une réaction
immunitaire a lI'encontre des cellules cancéreuses, ce qui pourrait influencer la progression de la

maladie.

Les flavonoides sont réputés pour leurs multiples propriétés bénéfiques, notamment leurs effets
antioxydants, anti-inflammatoires et antiprolifératifs. Ils pourraient jouer un réle crucial dans

I'inhibition de la progression tumorale en agissant de plusieurs fagons :

e Reéduction de linflammation et du stress oxydatif : En diminuant les niveaux
d'inflammation, les flavonoides peuvent contribuer a un environnement cellulaire plus sain,
limitant ainsi les dommages aux tissus.

« Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses : En freinant la multiplication des
cellules anormales, ils peuvent prévenir I'avancement des lésions précancéreuses vers des
stades plus avances.

« Favorisation de l'apoptose : Les flavonoides peuvent induire la mort cellulaire programmée
des cellules anormales, éliminant ainsi les cellules potentiellement dangereuses avant

gu'elles ne deviennent malignes.

En se basant sur ces observations, nous formulons I'hypothése que les rattes ayant regu un
traitement préventif avec des flavonoides pourraient présenter moins de Iésions cancéreuses ou
une progression tumorale plus lente par rapport aux groupes non traités. Cette hypothése nécessite
des analyses biochimiques approfondies pour valider I'efficacité des flavonoides en tant qu'agents

protecteurs contre le cancer du colon.

3.5.3. Résultats de I’analyse du stress oxydatif

3.5.3.1. Teneur en Glutathion colique

Le stress oxydant dans les cellules ou les tissus se référe a renforcer la production d'especes
réactives de l'oxygéne et/ou la déplétion dans le systeme de défense antioxydante. Les ROS
générés dans les tissus sont efficacement piégés par le systéme enzymatique antioxydant comme
la GPx et la GR, ainsi que les antioxydants non enzymatiques comme le GSH, la vitamine A, C et
E (SCHLORFF et al., 1999).
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Le glutathion est le plus abondant thiol de basse masse moléculaire, il agit comme un
antioxydant physiologique de protection dans des systéemes biologiques (FATIMA &
MAHMOOD, 2007).

De méme, le GSH est un élément crucial du mécanisme de défense antioxydante,
fonctionne comme un capteur de radicaux libres réactifs direct (ROMADO et al., 2006).

La diminution du taux de GSH chez les rats traités par le DMH est peut-étre di a sa
consommation dans le processus de piégeage des radicaux libres produits par le DMH
(BAGCHlI et al., 2002).

TAB.26: Variation de la teneur en Glutathion chez les rattes témoins et traitées

Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOTS

Moy. 54.38+1.82 55.89+£0.97 39.89+0.13 42.21+0.15 32.56+0.94
Groupe A A B B C
PvsT 0.000

Le tableau 26 présente les variations de la teneur en glutathion réduit (GSH) chez différentes rattes
témoins et traitées, mettant en évidence des resultats significatifs. Les données montrent que les
groupes témoins, LOT 1 (54,38 + 1,82) et LOT 2 (55,89 * 0,97), affichent des valeurs élevées et
trés proches, indiquant un systeme antioxydant fonctionnel et une condition normale. En revanche,
le LOT 3, constitué de rattes traitées préventivement avec des flavonoides puis exposées au DMH,
révéle une diminution significative de la mesure (39,89 + 0,13), suggérant que, bien que les
flavonoides atténuent 1’effet néfaste du DMH, une baisse de la teneur en GSH persiste. Le LOT 4,
qui représente les rattes ayant recu le DMH avant le traitement par flavonoides, montre également
une réduction similaire (42,21 £ 0,15), indiquant que bien que les flavonoides continuent d’exercer
un effet protecteur, leur efficacité semble moindre en traitement curatif. Enfin, le LOT 5, composé
de rattes cancéreuses ayant uniquement recu du DMH, présente la valeur la plus basse (32,56 +
0,92), soulignant I'impact considérable du stress oxydatif induit par le carcinogene. Une analyse
statistique révele une différence trés significative entre les groupes, avec une valeur p de 0,000,
confirmant ainsi I'effet delétere du DMH et I'impact protecteur, bien que partiel, des flavonoides.
Ces résultats suggérent que le DMH entraine une réduction significative de la teneur en GSH,
tandis que les flavonoides contribuent a atténuer cette réduction, avec une efficacité plus marquée

en prévention qu'en traitement curatif.
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FIG. 62: Variation la teneur en GSH chez les rattes témoins et traitées.
La figure 62 illustre la variation de la teneur en glutathion réduit (GSH) chez les rattes témoins et
traitées, permettant une analyse approfondie des resultats. Les lots 01 (Témoin) et 02 (Shame)
affichent les valeurs les plus élevées en GSH, ce qui indigue une bonne capacité antioxydante dans
ces groupes, dépourvus d'exposition au DMH. En revanche, le lot 03, qui a recu un traitement
préventif avec des flavonoides avant I'exposition au DMH, montre une diminution de la teneur en
GSH par rapport aux groupes témoins. Cette baisse pourrait étre attribuée a une réponse au stress
oxydatif induit par le DMH, malgré le traitement préventif. Le lot 04, ou les rattes ont d'abord été
exposées au DMH puis traitées avec des flavonoides, présente une réduction similaire ou
Ieégérement inférieure a celle du lot préventif, suggérant que I'administration des flavonoides aprés
le DMH peut partiellement atténuer I'effet oxydatif. Enfin, le lot 05, composé de rattes cancéreuses
ayant recu uniquement du DMH, affiche la plus faible teneur en GSH, indiquant une altération
significative des défenses antioxydantes, favorisant ainsi le stress oxydatif et la progression
tumorale. L'analyse des données confirme que la diminution du GSH dans les groupes exposés au
DMH est indicative d'une augmentation du stress oxydatif, tandis que l'administration des
flavonoides semble préserver partiellement les niveaux de GSH, particuliérement en traitement
préventif. L'épuisement du GSH observé dans le lot cancéreux suggére un lien direct entre
I'oxydation cellulaire et le développement tumoral. En ce qui concerne la comparaison statistique,
les lots témoins montrent des niveaux de GSH optimaux, sans différence significative entre eux.

Le lot préventif présente une réduction modérée de GSH, avec une différence potentiellement
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significative par rapport aux témoins (p < 0,05), tandis que le lot curatif montre une diminution
similaire, indiquant une restauration partielle du GSH, bien que son efficacité puisse étre moindre
que celle du traitement préventif. Finalement, le lot cancéreux révele une diminution marquée du
GSH, avec des différences trés significatives attendues (p < 0,01 ou p < 0,001) par rapport aux
autres groupes, soulignant I'impact maximal du stress oxydatif induit par le DMH. Cette étude met
en lumiere I'effet du stress oxydatif provoqué par le DMH et le potentiel role protecteur des
flavonoides extraits d'’Agave americana L. dans la préservation des niveaux de GSH.

3.5.3.2. Activité du Glutathion -S- Transférase colique

La glutathion S-transférase (GST) est une enzyme clé impliquée dans la détoxification cellulaire.
Son réle principal est de catalyser la conjugaison du glutathion (GSH) aux composés toxiques,
facilitant leur élimination. Son activité est souvent utilisée comme marqueur de stress oxydatif et
de réponse aux agents toxiques, notamment dans le cadre de la cancérogenese induite par le
diméthylhydrazine (DMH).

TAB.27: Variation de ’activité de la GST chez les rattes témaoins et traitées

Lots LOT1 LOT2 LOT3 LOT4 LOTS

Moy. 0.98+0.03 0.99+0.02 1.03+0.00 1.09+0.01  1.28+0.04
Groupe C C BC B A
PvsT 0.000

L'analyse de I'activité de la glutathion S-transférase (GST) chez les rattes témoins et traitées,
présentée dans le tableau 27, révele des résultats significatifs. Les groupes témoins, LOT 1
(Témoin) et LOT 2 (Shame), affichent des valeurs proches de 0,98 + 0,03 et 0,99 + 0,02,
respectivement, ce qui indique un métabolisme normal de la GST, sans altération due au traitement
shame. En revanche, le lot 3, qui a recu un traitement préventif avec des flavonoides avant
I'exposition au DMH, montre une Iégere augmentation de l'activité de la GST (1,03 = 0,00) par
rapport aux témoins, suggérant que les flavonoides modulent I'activité enzymatique en réponse au
stress oxydatif. Le lot 4, constitué de rattes ayant été exposées au DMH avant le traitement par
flavonoides, présente une augmentation plus marquée de l'activité de la GST (1,09 + 0,01), ce qui
indique une activation de I'enzyme en réaction au stress oxydatif provoqué par le DMH. Cette

observation suggére que les flavonoides aident a maintenir l'activité de la GST a un niveau
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controlé. A I'opposé, le lot 5, composé de rattes cancéreuses ayant unigquement recu du DMH,
affiche la valeur la plus élevée de GST (1,28 + 0,04), témoignant d'une réponse adaptative
significative au stress oxydatif induit par le carcinogene, et indiquant une tentative de
détoxification par les cellules face a cette agression. L'analyse statistique révele une différence
hautement significative entre les groupes témoins et traités, avec une valeur p de 0,000, confirmant
I'effet clair du DMH sur l'augmentation de la GST chez les rattes cancéreuses. En conclusion, ces
résultats montrent que le DMH stimule I'activité de la GST en réponse au stress oxydatif et a la
formation de métabolites toxiques, tandis que les flavonoides influencent cette activité, ayant un
effet plus prononcé en contexte curatif qu'en préventif. L'augmentation de la GST observée chez

les rattes cancéreuses souligne une réponse cellulaire face a un stress oxydatif intense.
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FIG. 63: Variation I’activité de la GST chez les rattes témoins et traitées.

La variation de l'activité de la glutathion S-transférase (GST) chez les rattes témoins et traitées,
comme le montre la figure 63, révele des différences significatives entre les groupes
expérimentaux. Dans les groupes LOT 1 (Témoin) et LOT 2 (Shame, Flavonoides seuls), l'activité
de la GST est stable et relativement faible, ce qui est anticipé chez des sujets non exposes a un
stress chimique. En revanche, le LOT 3, qui a bénéficié d'un traitement préventif avec des
flavonoides avant I'exposition au DMH, présente une Iégere augmentation de l'activité de la GST
par rapport aux témoins. Cela suggere que les flavonoides préparent les cellules a mieux gérer le
stress oxydatif induit par le DMH. Pour le LOT 4, ou les rattes ont été exposées au DMH avant de
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recevoir les flavonoides, on observe une activité de la GST encore plus élevée, indiquant que le

traitement curatif aide a réguler les effets toxiques. Enfin, le LOT 5, composé de rattes cancéreuses
ayant recu uniquement du DMH, affiche une augmentation marquée de I'activité de la GST, ce qui

témoigne d'un stress oxydatif significatif provoqué par la cancérogenése induite par le DMH.

D'un point de vue physiopathologique, I'augmentation de I'activité de la GST dans les lots exposés
au DMH (Lots 3, 4 et surtout 5) illustre une réponse adaptative a la toxicité du DMH. Dans le LOT
5, ou l'activité de la GST est la plus éleveée, cela suggere une surcharge en composés toxiques et
une activation excessive des défenses antioxydantes. L'effet protecteur des flavonoides est
également évident dans les traitements préventif et curatif, ou leur présence semble moduler

I'activité de la GST et atténuer la pression oxydative.
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Les divers axes abordés dans notre étude ont mis en évidence les caractéristiques et spécificités
de I’Agave americana var. americana L. Les résultats de I'enquéte révelent les multiples usages
de I'Agave au sein de la population de Bone. Parmi les 100 personnes interrogées, 58 % se sont
déclarées familiéres avec cette plante, dont les applications varient largement, allant du secteur
cosmétique (44,82 %) a l'industrie. Dans le domaine médicinal, 25,86 % l'utilisent comme
cataplasme, tandis que 6,89 % I'emploient sous forme de macération. Les maladies traitées
incluent principalement le rhumatisme (18,96 %) et la chute de cheveux (12,06 %), suivies des
bralures (10,34 %) et des inflammations (8,62 %).

L'étude histologique a révélé la présence de plusieurs tissus dans la plante, notamment un
épiderme, un parenchyme palissadique, un vaisseau conducteur, un cambium, un sclérenchyme

et le mésophile.

Les analyses phytochimiques des feuilles ont mis en évidence plusieurs principes actifs,
notamment les tanins galliques, les alcaloides, les flavonoides, les saponosides, I’amidon, les

cardinolides, et les terpénes et stérols.

Selon les dosages réalisés, les polyphénols sont bien représentés, avec une teneur de 530,8 mg
EAG/100 g MS, tandis que les flavonoides constituent une fraction modérée (17,91 %) des
polyphénols totaux, avec une teneur de 0,95085 mg EC/100 g MS, suggérant une grande

diversité d'autres polyphénols dans cette plante.

Le rendement d'extraction de 39,6 % pour Agave americana var. americana est élevé pour ce
genre botanique, confirmant le potentiel de cette plante comme source exploitable de
flavonoides pour des applications pharmacologiques ou agroalimentaires. L'extrait de
flavonoides se distingue par sa couleur foncée, sa viscosité apparente, et une saveur

probablement amére et astringente.

L'analyse HPLC de I'extrait montre une proportion significative de flavonoides et de
polyphénols, principalement dominés par I'acide gallique (42,77 %), la quercétine (22,18 %) et
la rutine (17,42 %).



L’analyse in Silico a montré que les composes étudies, a savoir I’acide gallique, la catéchine,
la vanilline, la rutine et la quercétine, ont montré des profils ADME variés. En effet, tous ces
composés répondent partiellement aux critéres de Drug-likeness établis par LIPINSKI a

I’exception de la rutine.

Les tests antioxydants soulignent I'importance de I'extrait brut en tant que source riche en
composés antioxydants variés, et la variation de performance entre les tests ABTS, DPPH et

FRAP souligne la nécessité d'utiliser plusieurs méthodes d'évaluation.

Les résultats du test antibactérien sont prometteurs, indiquant que les flavonoides d'Agave
americana L. possédent un potentiel antibactérien intéressant, en particulier contre les bactéries
a Gram positif. L'efficacité des flavonoides augmente avec la dose, bien que non toujours de
maniere linéaire. Comparés au Cefixime, les flavonoides montrent une efficacité similaire,
voire supérieure, sur certaines souches, ouvrant ainsi des perspectives d'utilisation comme

alternatives naturelles aux antibiotiques.

L'étude in vivo a montré que les flavonoides d'Agave americana L. semblent avoir un effet
protecteur contre la perte de poids induite par le DMH, avec un effet préventif plus marqué que
I'effet curatif. Le DMH seul entraine une perte de poids significative, confirmant son action
néfaste. Cette étude met en lumiére I'effet du stress oxydatif provoqué par le DMH et le potentiel
role protecteur des flavonoides extraits d'Agave americana L. dans la préservation des niveaux
de GSH. L'analyse de l'activité de la glutathion S-transférase (GST) chez les rattes témoins et
traitées, suggere que les flavonoides aident a maintenir I'activité de la GST a un niveau controlé.
L'analyse histologique a révélé des transformations caractéristiques du cancer colorectal, tandis

que I'étude suggeére que les flavonoides pourraient atténuer la progression tumorale.
Pour l'avenir, il serait souhaitable de :

Tester d'autres activités biologiques des flavonoides d'Agave americana L., telles que
I'activité antifongique, anti-inflammatoire et anti-tumorale in vivo sur différentes lignées
cellulaires.

Comparer les résultats histologiques avec des analyses biochimiques et moléculaires pour
mieux comprendre I'effet des flavonoides sur les voies de signalisation cancéreuse.
Examiner les marqueurs d'apoptose et de prolifération cellulaire pour confirmer I'activité

antitumorale des flavonoides.



Identifier les flavonoides extraits de I'Agave a l'aide de techniques avancées, combinées avec
des techniques de spectroscopie de masse (HPLC/SM).

Etudier d'autres parties de la plante, comme les fleurs et les racines, afin de comparer
I'efficacité des différents principes actifs.

Elargir le champ d'étude a d'autres espéces d'Agave du méme genre pour explorer d'autres

propriétés au sein de cette famille.
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Annexe 01 : Fiche de ’Enquéte Ethnobotanique

1’Agave americana L. var. americana.

A propos de vous :
Sexe : 0 Homme Age :
0 Femme

a <20 ans Q 40-49 ans
a 20-29 ans a 50-59 ans
a 30-392 ans a 60 et +

Etat de connaissance de la plante :
Connaissez- vous I’agave : 1 Oui
U Non

Comment appelez-vous I’ Agave : (Autres noms vernaculaires) :

(Dans le cas ou vous connaissez I’ Agave).

Domaines d’utilisation de I’Agave :
O Thérapeutique 4 Cosmétique Q4 Ornementale 4 Industriel O Autres

Sous quelle forme utilisez-vous 1’ Agave en thérapeutique :
Q Tisane 1 Décoction O Macération U Teinture O Cataplasme Q Autres

(Dans le cas ot vous avez déja utilisez 1’ Agave en thérapeutique).

Parties utilisées de I’Agave :
O Plante entiéere U Feuilles U Fleurs U Racine 1 Suc O Autres

Maladies traitées par I’Agave :




Comment vous jugez 1’efficacité de I’Agave :
Q Nulle A Insuffisante O Moyenne Q Bonne Q Excellente

Merci de votre collaboration



Annexe 02 : Préparation des solutions colorantes de la technique histologique
Vert de Méthyle et Rouge Congo

A. Solution de vert de méthyle (1 %)
Utilisée pour colorer les parois secondaires (xyléme, fibres...)
Formule :

e Vertdeméthyle:1g
« Ethanol 50 % : 100 mL

Préparation :

Dissoudre 1 g de vert de méthyle dans un peu d'éthanol.
Compléter jusqu’a 100 mL avec de 1’éthanol 50 %.

Filtrer si nécessaire.

Conserver a I’abri de la lumi¢re dans une bouteille ambrée.

N =

B. Solution de rouge Congo (0,5 a 1 %)
Utilisée pour colorer le cytoplasme ou les tissus non lignifiés.
Formule :

e RougeCongo:05galg
o FEaudistillée : 100 mL

Préparation :
1. Dissoudre le rouge Congo dans de 1’eau distillée.

2. Filtrer si besoin.
3. Conserver également dans une bouteille ambrée.



Annexe 03 : Préparation des réactifs pour le screening chimique

Préparation des extraits végétaux

A. Infusé a 10 %

Utilisé pour extraire les composés solubles dans 1’eau par infusion (tanins, flavonoides,
saponines...)

Formule :

e 10 g de poudre vegétale seche
e 100 mL d’eau distillée bouillante

Procédure :

Peser 10 g de poudre séche de plante.

Verser 100 mL d’eau bouillante sur la poudre dans un bécher.
Couvrir et laisser infuser 15 a 30 min.

Filtrer a chaud.

Conserver I’infusé dans un flacon propre, au frais si nécessaire.

orwdPE

A utiliser dans les 24 heures pour éviter les fermentations.

B. Décoction a 10 %
Meilleure pour les écorces, racines ou feuilles coriaces.
Formule :

e 10 g de poudre ou fragments de plante
e 100 mL d’cau distillée

Procédure :

Introduire 10 g de plante dans 100 mL d’eau distillée froide.
Chauffer a ébullition pendant 15 a 20 minutes.

Laisser tiedir, puis filtrer.

Utiliser directement ou conserver temporairement a 4 °C.

el A =



2. Réactifs pour le criblage phytochimique

A. Réactif de Stiasny
Composition :

e Formaldéhyde (37 %) : 1 volume
e Chlorure d’hydrogéne concentré : 1 volume

Préparation :

1. Mélanger 1 volume de formol 37 % avec 1 volume d’acide chlorhydrique concentré.
2. Conserver dans un flacon en verre ambré, bien bouché.

B. Alcool chlorhydrique
Composition :

« Ethanol 70 % : 95 mL
o Acide chlorhydrique concentré : 5 mL

Préparation :

1. Ajouter 5 mL d’HCI concentré a 95 mL d’éthanol 70 % (toujours ajouter 1’acide a
I’alcool, pas I’inverse).

2. Meélanger doucement.

3. Conserver dans un flacon bien fermé.



Annexe 04 : Préparation des solutions pour le stress oxydatif

1. AFC

Préparation du Bleu de méthyléne a 00,5%

Composition :

o Bleu de méthyléne (poudre) : 0,05 ¢
o Eaudistillée : 100 mL

Préparation :

Peser 0,05 g de bleu de méthyléne.

Le dissoudre dans environ 20 mL d’eau distillée dans un bécher.
Compléter a 100 mL.

Bien mélanger jusqu’a dissolution compléte.

Filtrer si nécessaire.

Conserver dans un flacon ambré, hermétique, a température ambiante.

ogakrwdE

2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

BSA (1 mg/ml) : Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml
d’éthanol (95%). Agiter par I’agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide
orthophosphorique (85%) et 850 ml d’cau distillée (pour obtenir 1 L de solution). Ce
réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température de

4°C et a I’abri de la lumiére.

2. Dosage du glutathion

Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) et pH 9,6 : Dissoudre 12,114 g Triset 1,871 g EDTA dans
250 ml d’eau distillée et ajuster le pH a 9,6.

EDTA (0,02 M) : Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 ml d’cau distillée.

DTNB (0,01 M) : Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.



L’acide salicylique (0,25%) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml d’eau

distillée.

3. Dosage de P’activité enzymatique de la Glutathion-S-Transférase (GST)

CDNB (0,02 M) : Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
Solution GSH (0,1 M) : Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’cau distillée.



