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La médecine traditionnelle est une partie importante du patrimoine culturel d'une société et
elle s'est développée en fonction du mode de vie et des pratiques culturelles de la société (Dey et
Chaudhuri, 2014).

Au cours des dernieres décennies, le domaine de la phytothérapie a connu une croissance
exponentielle. Elle est de plus en plus populaire dans les pays développés et en développement
en raison de son origine naturelle et de ses effets secondaires réduits. Les plantes produisent
généralement de nombreux métabolites secondaires qui sont dérivés de maniére biosynthétique
des métabolites primaires et constituent une source importante de produits chimiques utilisés
comme produits pharmaceutiques, agrochimiques, arébmes, parfums, couleurs, biopesticides et
additifs alimentaires (Al-Snafi, 2020).

Nerium Oleander est l'une des plantes les plus toxiques connues dans le monde. Elle
contient de nombreux composés toxiques, dont beaucoup peuvent étre mortels pour I’homme, en
particulier les jeunes enfants. Les plus importantes de ces toxines sont I'oléandrine et la nérine,
qui sont des glycosides cardiaques. Elles sont présentes dans toutes les parties de la plante, mais
sont plus concentrées dans la seve, qui peut bloquer les récepteurs de la peau et provoquer un
engourdissement. L'ingestion de cette plante peut affecter le systeme gastro-intestinal, le coeur et
le systeme nerveux central. On pense que cette plante peut contenir de nombreux autres

composés inconnus qui peuvent avoir des effets dangereux (Ebrahimi et al.,2018).

Malgré sa grande toxicité, Nerium Oleander a montré une activité antibactérienne,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, antinociceptive et antitumorale il est utilisée méme contre
les problémes cardiaques, lI'asthme, I'épilepsie, le cancer, les menstruations douloureuses, la
lepre, le paludisme, la teigne, l'indigestion et les maladies venériennes, ainsi que les
médicaments dérivés de cette plante sont utilisé dans le traitement du cancer (Farooqui
etTyagi, 2018; Sinha et Biswas, 2016).Ce travail vise a evaluer particulierment la cytotoxicité

de NeriumOleander in vitro.

Notre travail est réalis¢é en deux parties. La premiére partie concernant 1’étude
bibliographique, relative a la plante étudiée, aux ompositions chimiques et bioactivité. La
deuxiéme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a 1’évaluation de la cytotoxicité
des extraits de Nerium Oleander. Nous avons choisi I’extraction methanolique et éthanolique

acedique et chloroformique de la plante (feuille, fleur). Une étude phytochimique et évaluaion de
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I’activité antioxydante des différents extraits ont été effectués, suivi par une étude de
cytotoxicite. La cytotoxité des différents extraits a été évaluée par une gamme des tests in vitro

qui comportent particulierement le test d’induction de peroxydation lipidique, de dénaturation
des protéines et d’inhibition de la prolifération cellulaire.
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SECTION I : Rappels bibiographiques Chapitre I.Nerium Oleander

1. Généralités sur Nerium Oleander

Le Nerium Oleander (Syn. N. indicum), est un arbuste qui appartient & la famille des
Apocynaceae, communément appelé laurier-rose (appelée localement Défla), en raison de sa
ressemblance superficielle (non apparentée) avec l'olive Olea. De nombreux cultivars de Nerium
Oleander ont été sélectionnés et développés par des particuliers, des pépiniéres et des institutions
publiques. Cette plante peut étre propagée par graines mais, étant allogame et fortement
hétérozygote, elle présente une grande variabilité dans les populations de semis (Ebrahimi et
al., 2018).

Nerium Oleander est connu sous différentes dénominations communes selon les pays et les

régions considérées :(Al-Snafi, 2020).

Afriquain: selonsroos

Arabe :Difla , Ward Al-Hemar, Sim Al-Hemar
Anglaise : Oleander, Rose bay, Rose laurel
Francaise : Oleander

Allemand : Oleander

Japonaise : kyochiku-to

Portugaise : Espirradeira, oleandro

AN NNV N N N N

Espagnole : Adelfa, Balandre, Laurel rosa, Pascua

2. Etude taxonomique de Nerium Oleander (Linn.)

2.1. Classification botanique

Selon Verma et al., (2018) Nerium Oleander appartient au

Royaume :Plantae

Sous royaume : Viridiplantae,Streptophyta
Superdivision : Embryophyta

Division : Tracheophyta

Subdivision : Spermatophytina

Classe : Magnoliopsida

Superordre : Asteranae

Ordre : Gentianales

Famille : Apocynaceae

NN N N N U N U NN

Genre : Nerium
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v’ Espece : Nerium Oleander L

Figure 1 : Plante Nerium Oleander .L (Sinha et Biswas, 2016).

3. Description botanique

N. Oleander L. est un petit arbuste a feuilles persistantes ou un arbre densément ramifié de
2-5 m de hauteur. Les feuilles mesurent de 5 a 20 cm de long, sont coriaces, vert foncées dessus
et vert plus clair dessous, et deviennent jaunes avant de tomber. Les plantes ont un systeme
racinaire étendu et sont souvent utilisées pour stabiliser le sol dans les zones plus chaudes. Les
fleurs sont produites en grappe terminale denviron 5 cm de diamétre avec cing peétales et
différentes couleurs qui varient du lilas, rouge, saumon, carmin, rose fonce a pale, violet, cuivre,
abricot, orange, blanc, jaune ou bicolore (Laughlin, 1997). Le fruit consiste en un follicule étroit
de 7,5 a 17,5 cm de long et s'ouvre pour disperser des graines duveteuses (Sinha et Biswas,
2016).

Figure 2 : Nerium Oleander (fleurs blanches, roses et rouges) (Farkhondeh et al.,2020).

4. Distribution géographique

Nerium Oleander est une plante originaire d'Europe et d'Afrique et on la trouve

couramment dans les régions tropicales et subtropicales du monde. Cette plante est cultivée dans

4
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les régions plus septentrionales, elle pousse spontanément sur les berges rocheuses des rivieres,
parfois méme dans les zones cotieres, généralement dévolues a des especes halophiles. Elle

s'adapte a la sécheresse et est tres décorative (Bruneton, 2001).

Cette plante se distribuait a l'origine dans la région subtropicale de I'Asie et de la
Méditerranée, mais elle pousse maintenant dans de nombreuses régions du monde, notamment
aux Etats-Unis, en Australie, en Chine, dans les pays du Moyen-Orient (Derwich et al., 2010) et
dans différents lieux géographiques et écologiques. Elle était distribuée en Afrique (Algérie,
Libye, Maroc, Tunisie, Niger), en Asie (Emirats arabes unis, Afghanistan, Chypre, Iran, Irak,
Palestine, Jordanie, Liban, Syrie, Turquie, Inde, Népal, Pakistan), et europe (Albanie, Croatie,
Grece, Italie, Malte, France, Portugal, Espagne) et cultivé dans de larges zones, et semble étre
originaire de la région méditerranéenne et du sous-continent indo-pakistanais (Sinha et Biswas,
2016).

5. Utilisations médicinales et traditionnelles dans le monde

Nerium Oleander est employée en médecine traditionnelle. Les feuilles de ses plantes
étaient extrémementutilisées dans le traitement de certaines maladies chroniques et obstinées de
la peau, notamment la lépre et I'alopécie. La poudre des feuilles était utilisée comme tabac pour
traiter I'épilepsie. La racine réduite en poudre avec de l'eau, était appliquée pour soulager les
maladies vénériennes et pour le traitement des hémorroides (Khare, 2004). Le tableau 1 résume

les différents usages en médécine traditionnelle de Nerium Oleandera travers le monde.

Tableau 1: Principales utilisations de Nerium Oleander en médecine traditionnelle selon les

Pays.
E;ﬁéeé?as Pays Indications

Algérie Net_toyage et assouplissement des pieds (peau), contre les

caries dentaires (Maftah et al., 2003).
Feuilles Antidiabétique, abortif, démangeaison, mal de téte,
fraiches Maroc hypoglycémiant, anti vertigineux (Bnouham et al., 2002),
ou antigale, contre la chute des cheveux et I’eczéma (Oukal,
séchées 2008).
Afrique du sud | Abortif (Adom et al., 2003)
Iran Cardiotonique et diurétique (Adom et al., 2003).

Différents Cuba Médecine de folklore (Adom et al., 2003).

Inde et Antibactérien (Adom et al., 2003)
organes

Bangladesh
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6. Composition chimique deNerium Oleander

Le dépistage phytochimique préliminaire montre que la plante est riche en métabolites
primaires notamment les glycosides et les stéroides cardioactifs comme les glycosides cardiaques
et les cardénolides qui sont les composants caractéristiques de cette plante. Notamment les
graines contiennent des glucosides (oléandrine, odorosides, adigoside), L'écorce contient
également des glucosides (rosaginoside, nerioside, corteneroside) et les racines contiennent des
stéroides (Al-Snafi, 2020).

Le composé majoritaire est l'oléandroside ou oléandrine est la 16 acétylgitoxigénine
(oleandrigénine) et la partie osidique l'oléandrose (désoxymethyl-rhamnose). La concentration
dans la plante est d'environ 0,08 % (Hammiche et al., 2013).

La quantité maximale d'oléandrine se trouvait dans les racines, suivies des feuilles, des
tiges puis des fleurs. Les concentrations d'oléandrine dans les parties de la plante variaient de
0,18 & 0,31mg/g de poids sec (10-18%) dans les feuilles, et de 0,120 a 23mg/g de poids sec (9-
20%) dans la tige, et de 0,34 a 0,64mg/g de poids sec (10-18%) dans les racines (Tayoub et al.,
2014).

Les études phytochimiques effectuées sur le N. Oleander ont permi d’isoler également un
grand nombre de métabolites secondaires tels que des alcaloides, des flavonoides, des tanins, des
phenols, des saponines, des pregnanes, des triterpénoides et des triterpenes (Chaudhary et al.,
2015).

Une grande quantité des polyphénols est présente dans les feuilles de N. Oleander. L’acide
cinnamique est le composant phenolique principal. Les autres composants phenoliques sont
1'épicatéchine, la catéchine et 1'acide chlorogénique. L’acide oléandrique et un nouveau triterpéne
isolé des feuilles fraiches de N. Oleander avec plusieurs flavones (0,5%) et huiles volatiles
(Ebrahimi et al., 2018). Le tableau 2 résume la composition phytochimique des différentes

parties de N. Oleander selon plusieurs études.
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Tableau2:Constituants chimiques des différentes parties de Nerium Oleander.

Partie de L
Groupe de substance Substances isolées
plante
. . L’eneridiginoside, le nerizoside, le neritaloside ,
Cardénolides(Sinha et | |, . g . . . .
. I'odoroside-H, roside-H,adynerin, folinerin, kaneroside,
Biswas, 2016). . .
neriaside, oleandrin .
Les acides nériucoumarique et isoneriucoumarique, et
triterpénes de type ursane 1, oléane 2 et dammarane 15
o .| ,l'acide 3beta-hydroxy-12-ursen-28-
Triterpénes(Farooqui . . ) y . Y ] e g -
et Tyagi, 2018) oique,acideoléanolique, acide bétulinique, bétuline,
yagdl, taraxasterane, 20beta,28-époxy-28 alpha-
méthoxytaraxasteran-3beta-ol et 20 beta, 28-

Feuilles époxytaraxaster-21-en-3beta-ol,ursane.
Glycosides(Farooqui | I'oléandrine, la nériine, les cardénolides, le gentiobiosyl
et Tyagi, 2018) et I'odoroside.

Méthyle 6-dioxy-2-o méthyle, B-d-allopyranoside ,
Alcaloides(Ebrahimi cyclohepta'siloxane ,'tétradé:camé:thyle,
cyclooctasiloxane, I'hexadécaméthyle,
et al.,2018) . , ] .
cyclononasiloxane, I'octadécaméthyle,
cyclodécasiloxane, I'eicosaméthyle.

Racines Cardénolides neriumogenin-f, neriumoside A-1, neriumoside A-2,
(Paris et neriumoside B-1, neriumoside B-2, neriumoside C-1.

Graines al.,1971) ;(Huq et - -

’ ' oleandrin, odorosides.
al.,1999) ;(Hanson,19 — . - - - —
85) graciloside, neriodorein, neriodorin, odorobioside -K,

L’écorce odoroside-A, odoroside-B, 1-strophanthin.

Graines Glycosides oléandrine, odorosides, adigoside.

(Zibbu et Batra,

L’écorce | 2010) rosaginoside, nerioside, corteneroside.

Différent | Flavonoides(Hanson, | campherol-3rhamnoglucoside ,quercetin,quercetin-3-

parties 1985) rhamnoglucoside, rutin.
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1. Toxicité

1.1. Généralités

La toxicité de N. Oléandrea été découverte depuis l'antiquité. Toutes les parties de la
plante, en particulier les graines et les racines, qu'elles soient fraiches, séchées ou bouillies,
étaient rapportées toxiques. Les principaux composants toxiques sont les glycosides cardiaques.
A leurs effets, méme une petite quantité de Nerium Oleander peut causer la mort en raison de ses

effets sur le cceur (Turan et al.,2006).

Il est commun que I’ingestion de Nerium Oleander provoque des signes et des symptémes
a la fois cardiaques, gastro-intestinaux et neurologiques : les signes gastro-intestinaux : nausées,
vomissements, douleurs abdominales et diarrhée. Les principaux symptémes neurologiques sont
. tremblements, somnolence et ataxie. Une hypotension et une perte de conscience peuvent
également survenir et aussi des crises d'épilepsie ont été décrites. Les effets cardiaques des

glycosides sont dus & une cardiotoxicité (Farkhondeh et al.,2020).

Les symptomes cliniques comprennent des coliques, de la diarrhée, une respiration
laborieuse, des tremblements musculaires, de I'ataxie, une incapacité a se tenir debout, un pouls
irregulier et faible, des extrémités froides en raison de la diminution du débit cardiaque, et des
convulsions. La consommation de cing feuilles de Nerium Oleander peut provoquer un
empoisonnement mortel. Cependant, il a été signalé qu'une feuille de Nerium Oleander avait des

effets toxiques graves chez les enfants et les animaux (Al-Snafi, 2020).

1.2. Doses toxiques
1.2.1. Chez I’animal

N. Oléandre est toxique en ordre des milligrammes chez la majorité des especes animales.
La dose toxique de feuilles séches, est estimée a 3 g par voie orale chez le chien. Une seule
feuille suffirait a tuer un mouton. La dose mortelle de feuilles séchées a été évaluée et varie de 3
a 14 g/kg chez le mouton. Les premiers signes de toxicité (hépatiques, rénaux, anémie et
leucopénie) apparaissent a partir de 0,06 g/kg. Une dose de 11 mg/kg est mortelle pour les
ruminants. Pour plusieurs autres especes animales, 0,5 mg/kg de feuille représente la dose létale
(Hammiche et al., 2013).
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1.2.2. Chez ’homme

Chez I'enfant, une seule feuille pourrait entrainer la mort. Chez I'adulte, I'ingestion de 3 a
10 feuilles a été responsable de troubles trés sérieux selon le cas. La dose létale a été estimée a 4
g de feuilles chez I’adulte, alors qu’une consommation de feuilles supérieure a 0,5 mg/kg

causerait la mort d'un sujet insuffisant cardiaque (Hammiche et al., 2013).

1.3. Toxicité animale

1.3.1. Effets toxiques de N. Oleander sur le poumon

Le poumon est un organe cible de nombreux produits toxiques. Abbasi et
sescollaborateurs (2014), ont étudié la toxicité pulmonaire de N. Oleander, chez le rat. Les
dommages observés pourraient étre dus a un stress oxydatif produit par des substances toxiques,
déséquilibre dans le niveau de production/consommation des especes réactives de I'oxygene
(ROS). Il 'y a eu un début de destruction des tissus, des dommages des cellules alvéolaires ainsi
que des nodules importants. L’accumulation des macrophages et des cellules mononucléaires
autour de Dl’artériole a été également observé. Cela peut s'expliquer que pendant la réponse
inflammatoire, une accumulation de macrophages se produisait libérant ainsi certains facteurs

chimiotactiques qui attirent les neutrophiles (Abbasi et al., 2014).
1.3.2. Effets toxiques de N. Oleander sur le foie

Abbasi et ces collegues en 2018, ont étudié également la toxicité hépatique de 1’extrait
aqueux de N. Oleander chez le rat Wistar. L'injection intramusculaire de la décoction de feuilles
a induit des changements significatifs dans I'expression des cytokines de phase aigué et des
génes régulateurs du fer. Les composants de la décoction de N. Oleander ont induit I'expression
du géne de I'lL-6 et une altération de 1’expression de I'nepcidine pour réguler leniveau de fer
sérique. Cela pourrait étre dd a une réponse physiologique a I'accumulation du fer dans le foie
(Abbasi et al.,2018).

1.3.3. Effets toxiques de N. Oleander sur le rein

L’¢étude de toxicité N. Oleander sur les reins chez le rat, a révélé des changements
histologiques dégénératifs et délétéeres marqués dans les tubules rénaux et une distorsion des
cellules épithéliales en général, dans la section du rein. Ces changements pourraient étre dus a
I'interférence des toxines avec l'intégrité structurelle des glomérules et des tubules rénaux, ce qui

pourrait provoquer une fuite d'enzymes lysosomales, causant ainsi une hémorragie et une
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desquamation des cellules épithéliales rénales dans les tubules convolutés, un rétrécissement des

glomérules et une nécrose des tubules rénaux (Abbasi et al.,2018).
1.3.4. Effets toxiques de N. Oleander sur le cceur

Ozmaie et ses colleges en 2013, ont révélé que l'administration expérimentale de I’extrait
de N. Oleander a des moutons a montré une dégénérescence et une nécrose du myocarde
associées a une hémorragie grave et a une infiltration de cellules inflammatoires mononucléaires

et une nécrose coagulative des cellules musculaires cardiaques (Ozmaie et al., 2013).

1.4. Toxicité clinique de N. Oleander

N. Oleander est hépatotoxique, hématotoxique, neurotoxique et toxique également sur le
cceur et le systéme respiratoire. De plus, la quantité de glycoside toxique dans la plante varie en
fonction de la taille des feuilles, de la saison et d'autres parametres environnementaux dans
lesquels cette plante a pousse. Cependant, la dose létale de feuilles de N. Oleander pour les
patients était documentée d'environ 4 ¢, mais d'autres études doivent étre menées pour
déterminer la dose létale exacte. La dose létale de cette plante dans les études animales n'est pas
similaire car certaines études ont utilisé des feuilles séchées et d'autres des plantes vertes
(Osterloh et al., 1982).

L'empoisonnement humain di a N. Oleander peut étre causé par une consommation
accidentelle ou intentionnelle, une consommation a des fins médicinales, ou un empoisonnement
criminel. L'empoisonnement par Nerium Oleander a été observe dans certains pays ; en Europe,
aux Etats-Unis, en Asie et en Afrique, ainsi qu'en Australie. Cependant, eu de rapports de cas

associés a I'empoisonnement au N. Oleander ont été documentés (Eddleston et al.,1999).

Dans ce contexte, un cas d'empoisonnement par N. Oleander d’une femme agée de 96 ans
a été rapporté et qui adécéde suite a la consommation de N. Oleander (Osterloh et al.,1982). Un
autre cas d'une femme de 83 ans a survécu a un empoisonnement par N. Oleander qu'elle avait
ingéré pour se suicider, tandi, qu'une femme caucasienne de 58 ans a décedé suite a la

consommation de N. Oleander pour s'empoisonner elle-méme (Driggers et al.,1989).

Un empoisonnement au Nerium Oleander a été signalé chez une femme de 21 ans. Elle a
été admise a I'hdpital avec des vomissements, des vertiges et un bloc cardiaque (Khan et
al.,2010).
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1.5. Traitement
Le traitement des patients empoisonnés est celui de l'intoxication digitalique : faire vomir
le plus tot possible, garder les vomissements, effectuer un lavage gastrique avant l'apparition de

troubles cardiaques.

Doser la kaliémie car I'hyperkaliémie détermine la gravité de l'intoxication, corriger
I'équilibre électrolytique, corriger la bradycardie par de 1’atropine, surveiller en permanence

I'ECG (monitoring cardiaque) et administrer des anticorps anti digitaliques.

Les anticorps anti digitaliques sont des fragments Fab qui déplacent les digitaliques de
leurs sites membranaires et favorisent leur élimination rénale sous forme inactive. Du fait de
I'analogie structurale de I'oleandrine avec la digoxine et la digitoxine, ces anticorps spécifiques
de la digoxine sont prescrits, souvent avec succes. L’élimination du toxique demande une a deux

semaines (Hammiche et al.,2013).

2. Bioactivité du Nerium Oleander

Plusieurs études expérimentales ont révelé queNerium Oleanderest dotée d’une large

gamme d’activités pharmacologiques.

2.1. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de Nerium Oleander a été examinée contre différentes souches
de bactéries Gram-positives et Gram-négatives, de levures de moisissures et de virus (Ali et al.,
2010).

2.1.1. Activité antibactérienne

L’extrait chloroformique, éthanolique et méthanolique de Nerium Oleander ont montré une
forte activité antibactérienne, contre toutes les souches bactériennes testées. Les zones
d'inhibition produites par les extraits testés ont été comparables aux zones produites par les
antibiotiques standards (Hussain et Gorsi, 2004). On effet, les extraits de feuilles de N.
Oleandera 80-100 % peuvent étre utilisés comme antibactériens locaux et pour le traitement des

plaies ouvertes (Minnat, 2016).

En 2016, Minnata montré que le traitement local de plaie par I’extrait aqueux de N.
Oleander a induit une guerison complete et sans complication au bout de 6 a 7 jours par rapport

a l'antibiotique local fucine en pommade. Alors, les extraits aqueux de feuilles de N. Oleanderont

11
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une activité inhibitrice contre les bactéries gram-positives et gram-négatives, ce qui indique la

présence de composes antimicrobiens (Minnat, 2016).

Dans une autre étude, les extraits aqueux et éthanoliques de Nerium ont été testé pour leur
activité contre les bactéries gram positives et gram négatives isolées de la culture d'infection de
brhlures. Cette étude a révélé que 1’extrait éthanolique de la plante a montré une activité plus
élevée que l'extrait aqueux. Ces extraits des plantes contre les bactéries gram négatives, ont
montré une activité dans un pH acide seulement, contrairement aux bacteries gram positives qui

ont été sensibles aux extraits indépendamment au pH (Aboud, 2015).
2.1.2. Activité antifongique

Siddiqui et al., 2016, ont rapporté que l'extrait chloroformique de racine de Nerium a
réduit la croissance du champignon a son maximum, suivi par l'extrait cétonique. L'extrait
chloroformique de feuilles a montré la meilleure activité antifongique suivi par les extraits de
feuilles méthanolique, acétonique et éthanolique. En comparant 1’activité de feuilles et deracines,
les racines se sont avérées étre les plus efficaces pour réduire la croissance du champignon
(Siddiqui et al., 2016).

2.1.3. Activité antivirale

L'activité antivirale d'un extrait chaud et froid de Nerium Oleander contre six virus
différents tels que le virus de I'nerpés simplex de type 1 (HSV-1), le virus de la polio de type 1
(Sb-1), le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le réovirus de type 1 (Reo-1), le virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1) et le virus de la fievre jaune (YFV) ont été testé
in vivo par Sanna et ces collaborateurs (2021). Ils ont rapporté que I'extrait chaud et I'extrait
froid de Nerium Oleander ont tous deux inhibés l'infection virale Sh-1. L’extrait de Nerium
Oleander exercait son effet aprés la période d'infection, en particulier pendant les deux premiéres

heures suivant l'infection (Sanna et al., 2021).

Singh et ces colleges en 2013, ont rapporté que I’extrait aqueux commercial de N.
Oleander (Anvirzel™) posséde une activité anti VIH. Il limite la production de virus par
l'inhibition de la réplication virale. Le traitement avec Anvirzel™ a également entrainé la
production de progéniture de virus avec une capacité significativement réduite d'infecter les
cellules cibles, et réduit de maniere significative l'ineffectivité du virus produit a partir de
cellules infectées. Cet effet anti-VIH novateur d'Anvirzel™/oléandrine a été observé a la fois

contre les souches du VVIH-1 tropiques pour les cellules T.
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L'oleandrine est le composé principal d’Anvirzel™. Il est déja connu par son activité
antivirale sur le virus du sarcome aviaire en inhibant son ineffectivité via la réduction de la

quantité de glycoprotéine de 1’enveloppe virale (Singh et al., 2013).

2.2. Activité antidiabétique
Les extraits de différentes parties de Nerium Oleander sont utilisés comme remede

antidiabétique dans les systemes médicinaux traditionnels de différentes parties du monde.

En 2015, Dey et al., ont démontré que 1’extrait de feuille de Nerium Oleander possede une
activité antihyperglycémique en réduisant de 73,79% le niveau de glucose dans le sang apreés 20
jours de traitement. La diminution du pourcentage de différents enzymes marqueurs dufoie était
significative, ainsi que la diminution des niveaux de triglycérides et de cholestérol, démontrant
une puissante activité antihyperlipidémique. L'activité de la peroxydase et de la catalase dans le
foie, les reins et les muscles squelettiques a été significativement restaurée en plus de la

réduction marquée de la peroxydation lipidique et de la normalisation du niveau de glycogene

hépatique chez les souris alloxanisées (Dey et al., 2015).
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Figure 3 : Activité anti-diabétique deNerium Oleander.

Dans une autre étude, 1’extrait de Nerium Oleander a montré une activité comparable a

celle du glimépiride sur la sécretion de I'insuline, les niveaux de glucose et certaines activités des
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enzymes hépatiques dans un modele expérimental de rat diabétique induits par la streptozotocine
(Mwafy et Yassin, 2011).

Dey et al., en 2019, ont montré que l'extrait hydrométhanolique de tige et de racine de
Nerium Oleander améliore la résistance a l'insuline chez les souris alloxanisées. Cela suggere
que les extraits de tige et de racine de plante n'ont pas directement atténué la toxicité des cellules
B pancréatiques induite par l'alloxane. Cependant, ils ont amélioré l'absorption du glucose
médiée par une meilleure signalisation de linsuline pancréatique et/ou a un meilleur
métabolisme hépatique du glucose. Ces extraits limitent non seulement I'hyperglycémie aigué et
la résistance a l'insuline mais atténuent également les complications associées au diabete telles

que la dyslipidémie et les Iésions hépatiques et rénales (Dey et al., 2019).

2.3. Activité antioxydantes
L'activité antioxydant des extraits de Nerium Oleander est particulierement due aux

composés phenoliques connus par leur pouvoir neutralisant des radicaux libres.

Cette plante possede une activité antioxydante efficace, qui comprend le piégeage des
radicaux libres et le pouvoir réducteur. Différents extraits de feuilles et de fleurs de Nerium
Oleander ont montre différents niveaux d'activité antioxydante dans différents systemes de test
d'une maniere dépendante de la concentration. L'activité antioxydante a été corrélée avec la
quantité de contenu phénolique total présent dans les extraits respectifs dans chaque test
(Mohadjerani, 2012).

Les extraits méthanoliques et aqueux des feuilles du N. Oleander contenant la plus grande
quantité de phénols totaux, étaient les agents réducteurs les plus puissants, tandis que l'extrait
acétonique a montré l'activité la plus faible. Les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs,
présentent particulierement une activité trés puissante de réduction du radical DPPH. Cependant,
Il est intéressant de noter que les extraits de feuilles ont montré une activité de piégeage du
DPPH relativement elevée par rapport aux extraits de fleurs de Nerium Oleander (Singhal et
Gupta, 2012 ; Mohadjerani, 2012).

Plusieurs recherches ont révélé que les extraits de N. Oleander possédent un effet
antioxydant in vivo. Singhal et ses collaborateurs (2012), ont montré que I'extrait méthanolique
des fleurs de la plante est avéré étre un agent hépatoprotecteur ainsi qu'un antioxydant
considérable qui posséde la capacité d'inhibition de la peroxydation dans le foie (Singhal et al.,
2012).

14



SECTION I : Rappels bibiographiques Chapitre I1.Toxicité et bio activité du N. Oleander

2.4. Activité anticancéreuse

La toxicité élevée des extraits de N. Oleander, suggeérent également qu'ils possédent une
activité anticancéreuse importante. Afin d'évaluer I'effet anticancéreux de cette plante plusieurs
étudesexpérimentaleset méme clinques étaient réalisées. L'activité antitumorale a été testée en
tant que capacité d'inhibition de la croissance de la lignée de cellules de carcinome et le résultat
obtenu a indiqué une augmentation progressive de l'activité antitumorale dépendante de la

concentration des extraits de la plante (Ali et al., 2010).

Al-Hakak et al. (2019), ont montré que 1’extrait alcoolique de Nerium Oleander a exercé
un effet cytotoxique remarquable contre la lignée cellulaire du cancer du foie HEPG2. In
vivol’administration de 1ml/kg du méme extrait a des souris Wistar albinos pendant 2 semaines a
induit de nombreuses Iésions tissulaires au niveau du foie. L’analyse histologique a révélé une
distension focale des cellules du foie et des vaisseaux sanguins. Des biomarqueurs de la mort
cellulaire programmeée ainsi qu’une hémorragie sanguine contenant des granules d’hématoidine

jaunes ont été également constaté (Al-Hakak et al., 2019).

Les cardenolides sont des composeés majeurs des extraits aqueux de N. Oleander. Rashan
et ces collégues (2011), ont rapporté que ces composés exercent des effets cytotoxiques sur des
lignées cellulaires tumorales humaines gastrique (GXF 251L), pulmonaire (LXFA 629L, LXFL
529L), mammaire (MCF7, MAXF 401L), rénale (RXF 944L, RXF 486L), carcinome uterin
(UXF 1138L), et mélanomes (MEXF 462NL, MEXF 514L). Ces composés ont altéré
particulierement la viabilité cellulaire et le cycle cellulaire (blocage a la phase G2/M ou a la
phase S dans les cellules tumorales, respectivement). Les effets cytotoxiques sont induits
principalement par l'inhibition de la Na+/K+-ATPase liée a la membrane plasmique (Rashan et
al., 2011 ; Cao et al., 2018).

Dans le cadre de la poursuite de la recherche sur l'activité antitumorale de 1’extrait de N.
Oleander, les capacités relatives de l'oleandrine et de I'oleandrigénine sur deux lignées
cellulaires humaines de cancer de la prostate DU145 et PC3 ont été examiné. Smith et al.
(2001) ont rapporté que ces deux composés inhibent l'exportation du FGF-2 d'une manier
dépendante de la concentration et du temps par une interaction membranaire avec la protéine
Nal K1I1-ATPase. L'oléandrine produit des métaphases anormales qui pourraient étre
responsables en partie de la mort cellulaire. Il provoque une augmentation du calcium

intracellulaire qui a son tour libere le cytochrome C mitochondrial, déclenchant ainsi le

15



SECTION I : Rappels bibiographiques Chapitre I1.Toxicité et bio activité du N. Oleander

mécanisme d'apoptose dépendant des caspases. En outre, I'oléandrine bloque I'activation du NF-

kB dans les cellules tumorales.

La cytotoxicité et les dommages a I'ADN induits par I'extrait de Nerium Oleander étaient
legerement plus élevés dans les cellules dépourvues de BRCA2 (déficientes dans la réparation de
la recombinaison homologue) que dans les cellules parentales ; ceci indique que l'induction de
dommages a I'ADN peut également jouer un role dans la cytotoxicité de I'extrait. L'extrait de la
plante a induit une inhibition marquée de la glycolyse dans les cellules A549, comparable a celle
du dichloroacétate, un inhibiteur de la glycolyse actuellement en développement clinique pour le

traitement du cancer (Calderén-Montafio et al., 2013).

Plusieurs scientifiques attribuent I’activité antiproliférative, ’inhibition de la migration
cellulaire et I’arrét du cycle cellulaire a I’extrait chloroformique de feuilles de Nerium Oleander.
Mohapatra et ces colléges (2021) ont montré que I’extrait chloroformique des feuilles de
Nerium Oleander contient des composés bioactifs potentiels qui inhibent la croissance des
cellules cancéreuses cervicales Hela in vitro. Cet extrait a particuliérement inhibé la migration
cellulaire et a bloqué le cycle cellulaire en phase G2/M. De plus, I’expression du récepteur du
facteur de croissance épidermique (EGFR) et les niveaux de p-Rb phosphorylé (Ser780) ont été

significativement diminué (Mohapatra et al., 2021).

Il est intéressant de noter que la cytoxicité de ’extrait hydroalcoolique de feuilles de
Nerium Oleander contre les lignées cellulaires cancéreuses est significativement plus élevée que
celle contre la lignée cellulaire non maligne, avec une puissance et une sélectivité similaire a
celles de l'anticancéreux cisplatine. De plus, le prétraitement des cellules A549 avec les
antioxydants N-acétylcystéine et catalase a Iégerement empéché la cytotoxicité de l'extrait,
suggérant ainsi que la formation d'espéces réactives de l'oxygene participe a son activité

cytotoxique mais ne joue pas un réle majeur. (Calderon-Montafio et al., 2013).

On outre des études expérimentales, les extraits de N. Oleander ont présenté des effets
anticancéreux remarquables dans des études cliniques. Les résultats obtenus chez des patients
atteints de cancer du poumon sont prometteurs et soutiennent le possible avancement dans les
essais cliniques de phase Il pour le traitement de ce type de cancer (Calderén-Montafio et al.,
2013).
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1. Matériel

Le matériel expérimental et les réactifs utilises durant le travail pratique sont rapportés en
(Annexel).

1.1. Matiére végétale

Le matériel végetal représenté par les feuilles et les fleurs de la plante Nerium Oleander a
¢té récolté en mois de Mai 2022 au campus de I’université de Mouhamed Sedik ben Yahia de la

Wilaya de Jijel.

2. Méthode

2.1. Séchage et broyage

Une fois récoltées, les fleurs et les feuilles ont été lavées a ’eau distillée etséchées par
I’étuve bien réglé a 45 C° pour éviter la perte des substances actives. Apres le séchage les
feuilles et les fleurs ont été broyés séparément dans un broyeur et conservées a I’ombre chacune

dans des petites boites de pétri en verre, étiquetées et conserveés jusqu'a utilisation ultérieure.

2.2. Préparation des extraits de plante

2.2.1. Préparation des extraits brutes méthanolique des feuilles et fleures par macération

La macération est une méthode traditionnelle couramment employée. Elle consiste a la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation. Dans cette méthode
on utilise des quantités considérables de solvants. En plus, elle se déroule a
températureambiante, ce qui est tres positif pour conserver l'intégrité des molécules (Budi¢-Leto
et al.,2005).

Dans la présente étude, 3 g du matériel végétal ont été peséet macéré dans 150 ml du
méthanol pur avec agitation pendant 24 heures a température ambiante. Aprées filtration avec
papier Wattman n° 3, le macérat a été évaporé sous vide a 55 C°. L’extrait sec a été pese et

conservé a I’ombre a 4 C° jusqu’ a utilisation ultérieure.
2.2.2. Extraction des alcaloides des feuilles et fleures du Nerium Oleander

2.2.2.A. Extraction liquide-liquide par le solvant organique en milieu alcalin (chloroforme)
L’extraction a été effectuée suivant la méthode de (Ramawat et al.,2000) avec
modifications. 3g du matériel végétal ont été pesé et macéré dans 150 ml du méthanol pur avec

agitation pendant 24 heures a température ambiante. Apres filtration avec papier Wattman n° 3,
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le macérat a été évaporé sous vide a 55 C°. Ensuite, ’extrait sec a été traité avec 40 ml du
H>SOsa 1 %. L'extraction a ensuite été effectuée dans 30 ml de chloroformeen utilisant une
ampoule a décanter. La phase organique de chloroforme a été rejetée et la phase aqueuse a eté
basifiee avec NHsOH a 30 % (pH = 9-10). Encore, l'extraction a été faite dans 20 ml de
chloroforme et la phase organique du chloroforme a été recueillie dans un ballon. L’extraction a

rrrrr

I’ombre a 4 C° jusqu’ a utilisation ultérieure.
2.2.2.B. Extraction par ’alcool acidique

L’extraction a été effectuée suivant la méthode de (Khan et al.,2010) avec
modifications.3,0 g de poudre ont été macéré dans 100 ml d'acide acétique a 20 % dans de
I'éthanol pendant 4h. Ensuite, une filtration a été réalisée et I'extrait a été concentré sur un bain-
marie au quart du volume d'origine. En suite, de I'nydroxyde d'ammonium concentré (NH4OH) a
été ajouté goutte a goutte pour compléter la précipitation. On a laisseé la solution se déeposer. Le
précipité a été recueilli par filtration et pesé. L’extrait sec a été pesé et conservé a I’ombre a 4 C°

jusqu’ a utilisation ultérieure.

2.3. Détermination du rendement d'extraction

Le rendement des différentes extractions est exprimé en pourcentage massique par rapport
a la quantité de matiere seche selon la formule :
R (%) = [M1/ MO0] x 100
R % : Rendement des extraits.
M1 : Masse de I’extrait sec obtenu exprimée en g.

MO : Masse initial de I'organe de la plante seché exprimée en g.

2.4. Caractérisation phytochimique et activité antioxydante

2.4.1. Caractérisation phytochimique
2.4.1.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,1999). Ce
réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide

phosphomolybdique.
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Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en un complexe

ayant une couleur bleu constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur

est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydes (Boizot et Charpentier,2006).
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Singleton et Rossi, (1965). En y apportant

guelgues modifications.

La préparation du milieu réactionnel qui posséde un volume de 0,2 ml de chaque extraita
été ajouté a un mélange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu (10% Folindilué dans I’eau distilleé) et
incubé 15min a température ambiante. Puis, 0,8 ml d’une solution de carbonate de sodium
(Na.COz a 7 %) et 3 ml de H2Oont été ajouté. Les tubes ont été agités et conserves pendant 30
min a l'obscurité. L’absorbance ¢tait lue a 765 nmcontre un blanc préparé¢ dans les mémes
conditions. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant [’acide gallique comme standard a différentes concentrations
(Img/ml ;0,4mg/ml ;0,2 mg/ml et 0,Img/ml). Les résultats sont exprimés en microgramme

d'équivalent d’acide gallique par milligramme de matiere seche (ug EAG/ mg) (Annexe 2).
2.4.1.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane et al., (2006), a été
utilisée pourquantifier le contenu en flavonoides des extraits étudiés. Les flavonoides possédent
un groupement hydroxyle (-OH) libre, en position 5 qui estsusceptible de former avec son
groupement -CO et le chlorure d’aluminium un complexe coloré. L'apparition de la couleur
jaune indique la formation de ce complexe. Ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu
deux électrons pour s’unir a deuxoxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs

d’¢lectrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

Le milieu réactionnel était constitué de 0,5 ml de chaque extrait ou de la quercétine a une
gamme de concentration de (5 ug/ml ; 10 ug/ml ; 25 ug/ml ; 50 ug /ml ;75 ug/ml; 100 pg/ml ;
200 pg/ml) et 0,5 ml de la solution d’AICI3(2 % préparé dans I'éthanol). Aprés une heure
d’incubation a I’obscurité, I’absorbance a été mesurée a A = 420 nm contre un blanc préparé dans
les mémes conditions.

La quantification des flavonoides totaux a été établie en fonction d’une courbe
d’étalonnage établis par la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en
microgramme d'équivalent de la quercétine par milligramme de matiére seche (ug Quer/ mg)
(Annexe 3).
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2.4.1.3. Dosage des alcaloides

Le dosage des alcaloides a été réalisé selon la méthode de (Duriket al.,1950) avec
modifications. 0,3 ml de chaque extrait ou de la nicotine commealcaloide standard ont été ajouté
a 2,5 ml de tampon phosphate (pH 5,3) et 2,5 ml du pourpre de bromocresol (0,5 mg/ml). Le
mélange a subi une série d’extractions successives par le chloroforme (0,5 ml, 1 ml et 1,5 ml).
Les phases chloroformiques obtenues ont été accumulées et extraites avec 3 ml de NaOH 0,05M.

La phase aqueuse a été récupérée, et I’absorbance a été lu a 470nm.

La quantification des alcaloides totaux a été établie en fonction d’une courbe d’étalonnage
établie par la nicotine comme standard. Les resultats sont exprimés en microgramme d'équivalent

de la nicotine par milligramme de matiere seche (ug nicotine/mg) (Annexe 4).

2.4.2. Activite antioxydante
2.4.2.1. Test de la capacité antioxydante totale (TAC) (réduction de molybdate

d’ammonium)

La capacité antioxydant totale (TAC) des extraits des plantes est évaluée par la méthode de
Phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la reduction de molybdene Mo (V1) présent
sous la forme d'ions molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de I'extrait

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide (Ahmad et al.,2013).

Bref, un volume de 0,1 ml de chaque extrait méethanolique a différentes concentrations ou
de I’acide ascorbique comme référence ont été mélangé avec 1 ml de solution du composée de
0,6 M acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium).
Les tubes ont été incubés a 95C° pendant 90 min. Aprés refroidissement, lI'absorbance des
solutions a été mesurée a 765 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les
résultats sont exprimés en absorbance en fonction de concentration. A partir des courbes obtenus
les concentrations correspondantes a 1’absorbance 0,50 pour 1’acide ascorbique et les différents

extraits ont été également calculé.
2.4.2.2. Test de DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle)
DPPH fut I’'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydant (Blois, 1958). Il posséde un électron non apparié sur un atomedu pont d’azote
(Popovici et al., 2009), la structurechimique de radicale libre DPPH présentés dans la figure 4.
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L&) o

NO,

Figure 4 : Structure chimique de radicale libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) (Atmani
et al.,2009).
La réduction du radical libre DPPH® par un antioxydant peut étre suivie par spectrometrie
UV- Visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 515 nm provoquée par les
antioxydants(Molyneux, 2004).En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPHde couleur
violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui, 2006),

laréaction de test DPPHprésentesselon la figure 5.

Anti-Oxidant @
NO: Ntl
Herbal extract @

DPPH radical Reduced DPPH

Figure 5 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl).

La capacité de piégeage du radical libre (DPPH) a été mesurée comme elle a été décrite par
Brand et al., (1995). Le DPPH a été fraichement préparé par solubilisation de 1,6 mg de DPPH

dans 75ml du méthanol avec une agitation pendant 30 min a 1’obscurité.

0,1 ml de chaque extrait ou de 1’acide ascorbique (comme antioxydant de référence) a
différentes concentrations ont été ajouté a 0,9ml de la solution méthanolique de DPPH et incubé
pendant 45min a 1’abri de la lumiére. Apres agitation, la lecture de I’absorbance a été faite au
spectrophotomeétre a 515nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de 1’activité en fonction de concentration, calculés selon 1’équation

suivante :

% Activite= (Densité optique de blanc- Densité optique de I’échantillon/ Densité optique de
blanc)X 100
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A partir des équations des courbes obtenues, la concentration correspondante a 50 % de 1’effet
(EC50) a été également calculée.

2.4.2.3. Test de FRAP (Test de la réduction du fer/ Ferricreducing-antioxidant power)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite
par OYAIZ (1986), (BOUGANDOURA, 2013). La méthode de la réduction du fer est basée sur
la réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (OU et
al., 2001) selon la figure 6.
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Figure 6 : Schéma sur la réaction de test FRAP (Ferricreducingantioxidant power) (PRIOR et
al., 2005).

Bref, 100ul de différentes concentrations de chaque extrait ou de 1’acide ascorbique
comme référence ont été ajouté a 0,15ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 0,25ml de
fercianide (1%) et incubés a 50 C° pendant 20 min. Apres incubation, 0,35 ml du TCA 10% ont
été ajoutéet centrifugé a 3000 g pendant 10 min. 0,25 ml du surnagent obtenu ont été centrifugés
et ajouté a 0,5ml de FeCl3 1% et 4 ml de H2O puis 1’absorbance a été mesuré immédiatement a
700 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en
absorbance en fonction de concentration. A partir des courbes obtenus les concentrations
correspondantes a 1’absorbance 0,50 pour 1’acide ascorbique et les différents extraits ont été

également calculé.

2.5. Tests de Cytotoxicité

2.5.1. Test d’induction de la trypsine

La capacité des extraits a induire 1’activité de la trypsine a été évalué selon la méthode de
(Mohan et al., 2018, Truong et al.,2019) avec modifications. Le milieu réactionnel a été
constitué de 0,2 ml de TP (150 mM, pH 7,4), 0,2 ml de différents extraits ou de méthanol pour le
control et 0,4ml de la trypsine & la concentration de 1mg/ml. Le mélange réactionnel a été incubé

pendant 15 min a 37C°. A la fin de I’incubation, 0,8 ml de la caséine (1% diluée dans I’eau
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distillé et incubée préalablement a 100C° pendant 90min), ont été ajouté et incubé une deuxiéme
fois pendant 30 min a 37C°. A la fin de I’incubation0,5 ml de TCA 10% ont été ajouté pour
stopper la réaction. Le melange a été centrifugé pendant 15 min a 10000g pour faire précipiter
les grandes molécules. La DO du surnageant contenant seulement les acides aminés a été mesuré

par spectrophotométre a 280nm.

% Activité d’induction = (Densité optique del’échantillon - Densité optique de control/
Densité optique del’échantillon) X 100.

2.5.2. Test de dénaturation des protéeines (BSA)
La capacité de dénaturation des protéines de différents extraits a été étudié sur le BSA en
utilisant le HcL comme agent dénaturant de référence selon la méthode de (Sava et al.,2021)

avec modifications.

1ml de BSA 1% (préparée dans le NaCl 0,9 %) ont été ajouté a 0,1 ml des extraits a
différentes concentrations ou de I’HcL 10mM comme agent dénaturant. Le volume a été
complété a 6ml par I’NaCl 0,9%. Le mélange a ét€¢ incubé 2h a 37C° suivi par la lecture de la
DO a 439 nm. Un control contenant du méthanol au lieu des substances testées a été également

préparé dans les mémes conditions.

Le pourcentage de dénaturation des proteines est calculé selon la réaction suivante :

%de dénaturation de BSA = (Densité optique del’échantillon - Densité optique de control /
Densité optique de control) X 100.

2.5.3. Peroxydation lipidique
La capacité des différents extraits a induire la peroxydation lipidique été évaluéein

vitroselon le protocole de (Sharma et al., 2016) avec modifications.

Le foie utilisé dans cet essai provenait de rat Wistar albinos adulte et sain, provenant de
I’institut Pasteur d’Alger, (Algérie). Le sacrifice du rat a été réalisé au niveau de 1’animalerie de
I’université de Jijel en utilisant le chloroforme comme agent anesthésique. La dissection a été
réalisée immédiatement apres le sacrifice sur la glace. Le foie a été prélevé et préservé a -20 C°
jusqu’a utilisation ultérieure.

Pour la préparation de I’homogénat du foie, 1g du foie a été rincé, homogénéisé et

broyédans 10 volumes de tampons phosphate froid (150mM, pH 7,4, KCI 1,5%). L’ homogénat a
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été centrifugé a 800 g pendant 315 min. Le surnageant ainsi obtenu a été utilisé comme matrice

biologique pour I’induction de la peroxydation lipidique in vitro.

Pour tester le pouvoir d’induction de la peroxydation lipidique par les extraits de N.
Oleander, 0,1 ml de chaque extrait a différentes concentrations ont été ajouté a 0,6 ml de tampon
phosphate et 0,5 ml de I’homogénat de fois préalablement préparé. Un control positif contenant
le FeCI3 20mM au lieu des extraits (agent inducteur de peroxydation lipidique de référence) a été
prépare. Un control contenant 0,1 ml du méthanol au lieu des extraits a été egalement préparé
dans les mémes conditions. Le milieu réactionnel a été incubé dans un bain marie a 37C°pendant
2h. A la fin de I’incubation, 0,5 ml de TBA 57% préparé dans le TCA ont été ajouté au milieu
réactionnel. Le mélange a été incubé une deuxiéme fois a 95C° pendant 90 min et centrifugé a

800g pendant 15min. L’absorbance du surnageant obtenu a été lu a la longueur d’onde 535nm.

Le pouvoir de I’extrait brut a inhiber la peroxydation lipidique a été évaluée séparément
suivant le méme protocol en utilisant le FeCI3 comme agent inducteur de la peroxydation et la
quercétine comme agent antioxydant de référence. Ainsi le milieu réactionnel a été constitué de
0,1 ml de I’extrait brut ou de la quercétine 1mg/ml, ajouté a 0,5 ml de tampon phosphate, 0,5 ml
de I’homogénat et 0,1ml de FeCI3 20mM.

Le pourcentage d’induction de la peroxydation lipidique est calculé¢ selon I’équation

suivante :

% d’induction de la peroxydation lipidique = (Densité optique del’échantillon - Densité
optique de control / Densité optique de I’échantillon) X 100.

2.5.4. Inhibition de la prolifération cellulaire
La capacité des différents extraits a inhiber la prolifération cellulaire a été évalué in vitro
sur la levure Saccharomyces cerevisiaeselon la méthode de (Yamashoji et al., 2020) avec

modifications.

Des cellules de levure de boulanger Saccharomyces cerevisiaeont étaientutilisees dans cet
essai. Les cellules ont été cultivées dans un tube a essai rempli de milieu nutritionnel (glucose a
2 %,1 % de peptone et 0,5 % d'extrait de levure) a 30 C° pendant 15 h. Le tube a essaia été
dégazé et scellé pendant la culture et agité de temps en temps. A la fin de la période de
I’incubation, les cellules ont été lavées deux fois a l'eau distillée par centrifugation, et
I'absorbance de la suspension de cellules de levure a étéajusté a 1,6 a 600 nm avec du milieu

nutritionnel.
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1,5 ml de la suspension de levure a été incubé avec 50ul ou 100ul de chaque extrait ou de
NaCN (1mg/ml) comme agent cytotoxique de référence. Un tube control a été préparé dans les
méme conditions et contenant que le méthanol au lieu des extraits. Le milieu réactionnel a été
incubé pendant 48 h a température ambiante. La lecture de DO a été effectué a différentes points
de temps (2h, 5h, 48h) & 600nm.

Le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire a été calculé selon I’équation
suivantes: % d’inhibition de la prolifération cellulaire= (Densité optique decontrol - Densité

optique de I’échantillon/ Densité optique de control) X 100.

3. Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne +standard d’erreur (SD). Une analyse statistique a
été réalisée par le test ANOVA suivi par une multicomparaison t-student par rapport au groupe
de référence. Le degré de signification a été déterminé a (P<0,05). Les logiciels Excel et Graph

Pad ont été utilisé pour la réalisation des différentes calcules et tests statistiques.
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1. Rendement de I'extraction par macération

Les extraits bruts des feuilles et fleurs ont été préparés par macération dans le méthanol, alors
que D’extraction des alcaloides a été effectué par 1’éthanol acidique ou par le chloroforme. Les

rendements des différentes extractions sont présentés dans le tableau (3) et figure 7.

Tableau3: Rendement de différentes méthodes d’extraction des feuilles et fleurs de Nerium

Oleander.
Echantillon Masse initial | Masse final (g) Rendement (%)+ Ecart
(9 type
0,
Extrait brut 2,75 0,90 40%= 20,5
0,
. Extrait 2,66 0,17 6,4%: 1,33
Feuilles :
chloroformique
Extrait avec acide 3 1,79 60%
acetique
0,
Extrait brut 1 0,295 29,5%+1,5
Flewr Extrait 1 0,13 13%
chloroformique
0,7 1 60%
0,6
0,5 - 40,00%
04 1 29,50%
0,3
0,2 13%
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Figure 7 : Rendement des extraitsméthanolique feuilles (n= 4) et fleurs (n=2), acétique (n=1) et
chloroformique des feuilles (n=3) et fleurs (n=1) de Nerium Oleander.Les résultats sont

exprimés en moyenne + ecart type.

Il existe une différence entre les valeurs de rendement d'extraction Nerium Oleander dans

cette étude. La plus grande valeur revient ala méthode d’extraction par 1’éthanol acétique (60 %),

26



SECTION Il : ETUDE PRATIQUE Chapitre I1. Résultats et discussion

tandis que les extraits chloroformiques feuilles et fleurs ont présenté les moins valeurs,
(6,4%=1,33) et 13% respectivement.

D’autre part, I’extrait brut feuille (40%=+20,5) & une valeur élevée par rapport a I’extrait
brut fleur (29,5%=1,5) indiquant ainsi que les feuilles sont plus riches en métabolites que les

fleurs.

2. Teneurs en polyphénols totaux

Les concentrations des polyphénols totaux des différents extraits sont calculés a partir des
équations de régression de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (Y=0,004 X -
0.013) ou Y représente I'absorbance et X représente la concentration. Les résultats sont exprimés
en microgramme d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de I’extrait (ug EAG/mg

d’extrait). Les résultats sont présentés sur le tableau 4.

Tableau 4 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Nerium Oleander (n=1).

Les extraits Polyphenols totaux en ug EAG/mg d’extraits
Brut feuille 398,25
Brut fleur 79,5
Extrait éthanolique avec ’acide acétique 3,3
feuille
Extrait chloroformique feuilles 0,82
Extrait chloroformique fleurs ND

Le tableau (4) montre que I’extrait brut des feuilles posséde la plus haute teneur en
polyphénols(398,25ugEAG/mQ), suivi par I’extrait brut fleurs (79,5ug EAG/mg) et I’extrait
chloroformique fleur est notée comme non définie(ND). Au contraire, Mohadjerani, (2012) a
rapporté dans son étude que le contenu phénoligue des fleurs de NeriumOleander était supérieur

a celui des feuilles.

Les extraits acétique et chloroformique dans cette étude n’ont présentéque des traces des
polyphénols par rapport aux extraits methanoliques, (3,3pug EAG/mg) et (0,82ug EAG/mQ)
respectivement. Selon Redha, (2020), la quantité de contenu phénolique total est plus élevée
dans I'extrait méthanolique pour les feuilles et les fleurs respectivement. Le méthanol est parmi
lessolvants les plus efficaces pour I'extraction du contenu phénolique des feuilles et des fleurs de
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Nerium Oleander, respectivement. Ceci est en accord avec les rapports dans la littérature
indiquant que le méthanol est un solvant largement utilisé et efficace pour I'extraction des
phénols qui sont habituellement polaires. En effet, la force du méthanol peut provoquée

I'extraction méme des composes phénoliques peu polaires.

3. Teneurs en flavonoides totaux

Les concentrations des flavonoides totaux des différents extraits sont calculées a partir des
équations de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (Y= 0,030X

+0.003), (Y=0,015X+0 .006) ou Y représente l'absorbance et X représente la concentration.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de la quercétine par un

milligramme de I’extrait (ug EQ/mg d’extrait). Les résultats sont présentés sur le tableau (5).

Tableau 5 : Teneur en flavonoides totaux des différents extraits de Nerium Oleander (n=2).

Les extraits Flavonoides totaux en ug EQ/ mg d’extrait
Brut feuilles 29,86+11,86
Brut fleurs 18,13+0,6
Extrait éthanolique avec 1’acide acétique 0,83+0,17
feuille
Extrait chloroformique feuilles 0,0037
Extrait chloroformique fleur ND

On constate que les teneurs en flavonoides suivent le méme ordre queles teneurs en
polyphénols dont I’extrait brut des feuilles possede la plus haute teneur (29,86+11,86ug
EAG/mg), suivi par I’extrait brut fleurs (18,13+0,6pug EAG/mg),alorsque les extraits acétique et
chloroformique ne contiennent que des traces, (0,83+0,17ug EAG/mg) et (0,0037ug EAG/mg)
respectivement, et I’extrait chloroformique fleur est notée comme non définie (ND).La propriété
polaire du méthanol a permis d'extraire une quantité considérable de flavonoides qui sont
également des composés polaires. La force du méthanol peut avoir également permis d'extraire

des composés flavonoides moins polaires (Redha, 2020).
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4. Teneurs en alcaloides totaux

Les concentrations des alcaloides totaux des différents extraits sont calculées a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la nicotine (Y= 0,0005X -

0,0007) ou Y représente l'absorbance et X représente la concentration.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de lanicotine par un
milligramme de I’extrait (ug EAG/mg d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des
estimations sur les quantités des alcaloides totaux contenus dans les échantillons de Nerium

Oleander.

Tableau 6 : Teneur en alcaloide totaux dans les différents extraits de NeriumOleander (n=1).

Les extraits Alcaloides totaux en ugEnico/mgd’extrait
Brut feuille 274,6
Brut fleur ND
Extrait éthanolique avec 1’acide acétique 1,48
feuille
Extrait chloroformique de feuille 2,51
Extrait chloroformique de fleur 0,98

Le tableau (6) montre que I’extrait brut feuille possede la plus haute teneur en alcaloides
(274,6ugEAN/mg)par contre 1’extrait brut fleur est notéecomme non définie (ND), suivi par
I’extrait chloroformique de feuilles (2,51 ugEnico/mg), puis par ’extrait d’acide acétique des

feuilles(1,48ugEnico/mg), enfin par I’extrait chloroformique de fleur (0,98ugEnico/mg).

Les résultats ont confirmé que les feuiles possédent la plus grande quantité des alcaloides

par rapport a les fleurs qui marqué juste des traces car les feuilles riches en des métabolites secondaires.

5. Le test de piegeage du radical DPPH

Les valeurs de pourcentage de pouvoir anti radicalairedu radical DPPH par 1’extrait brut,
chloroformique, ’extrait d’acide acétique, et I’acide ascorbique comme standard a différentes

concentrations sont présentées sur la figure (8).

Nous avons déterminé également pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour
réduire 50% du radical libre DPPH (EC50). Les résultats sont présentés sur le tableau (7).
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Tableau 7 : Le pouvoir antioxydant (exprimé par 1C50en ug/ml) des antioxydants de références

et des extraits testés(n=2).

Echantillon EC50+Ecart type (En ug/ml)
Acide ascorbique 4,12+0,06

Brut (feuilles) 3,22+0,007
Acide acétique 50,86+3,07
Chloroformique(feuilles) 464,59+122,15
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Figure 8: Pourcentage de réduction du radical libre DPPH par I’extrait brut, chloroformique,

I’extrait d’acide acétique, et I’acide ascorbique a différentes concentrationsLes résultats sont

exprimés en moyennezecart type (n=2).

D’aprés les résultats de la figure (8) on constate que le pouvoire anti radicalaire de 1’acide

ascorbique et de I’extrait brut sont comparables. L’acide ascorbiquea présenté une activité de

réduction de DPPH maximale (76,27% +0,10) a la concentration de 45ug/ml et une

EC50=4,12+0,06, tandis que I’extrait brut a présenté une activité maximale (74,78%+0,53) a la
concentration de 30ug/ml et une EC50=3,22+0,007. L’activité de 1’extrait acétiques était moins

importante ou on a enregistré une activité maximale (51,07%+4,87) a la concentration de
54ug/ml et une EC50=50,86+3,07.

D’autre part 1’activité de I’extrait chloroformique est presque négligeable par rapport a

I’activité des autres extraits, ou l’activit¢é maximale enregistrée était (58,11%+15,07) a la

concentration de 500ug/ml et une EC50=464,59+122,15.
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Ces résultats sont en accord avec les résultats de Mohadjerani, (2012). Ces derniersont
rapporté que les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs de Nerium Oleander qui
contenaient les plus grandes quantités de composes phénoliques totaux, se sont averés étre les
piégeurs de radicaux les plus actifs, suivis des extraits aqueux de méthanol et d'acétone. Les
extraits éthanoliques de N. Oleander ont également été étudiés pour leur activité antioxydante
par le test de piégeage du DPPH. Les résultats ont clairement montré que I’extrait éthanolique
posséde un pouvoir antioxydant comparable a celui de standard ce qui explique en partie
I’activité antioxydante considérables de 1’extrait acétiques enregistrée dans la présente étude ou

on a utilisé 1I’éthanol comme solvant d’extraction.

Il est intéressant de noter que toutes ces études ont rapporté que 1’activité antioxydante
élevé de N. Oleander est principalement di a la présence et a la diversité des composés
phénoliques dans la plante. Les principaux composés phénoliques rapportés dans N. Oleander
sont la rutine, la catéchine, I'épicatéchine, la quercitine et I'acide quenonique, et sont rapportés a
la fois dans les feuilles et les fleurs. 1l est largement admis que les composés phénoliques ont une
forte activité antioxydante, y compris le piégeage des radicaux libres et le pouvoir réducteur
(Mouhcine et al.,2019).

6. Pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : FerricbReducing Antioxydant
Power)
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Figure 9 : Pouvoir réducteur de fer des extraits a différentes concentrations par la méthode
FRAP (n=1).
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A partir des résultats obtenus de la figure (9), on remarque que la capacité de réduction de
fer est proportionnelle a I’augmentation a la concentration des extraits. Cependant, les résultats
obtenus montrent que la capaciteé des extraits a réduire le fer est négligeable par rapport a celle de
I’acide ascorbique. A la concentration de 500 ug/ml, 1’acide ascorbique a présenté une
absorbance de 2,6 (nm), alors que I’extraitbrut et acétique des feuilles a présenté des absorbances
inferieurs a 0,5(nm). L’absorbance de 1’extrait chloroformique dans la méme concentration était

négligeable.

Le pouvoir réducteur des composés bioactifs est associé a l'activité antioxydante. Les
extraits méthanoliques et aqueux des feuilles contenant la plus grande quantité de phénoliques
totaux, étaient les agents réducteurs les plus puissants, tandis que l'extrait acétique contenant qui
a montré la plus petite quantité de contenu phénolique, était le plus faible dans l'activité
(Mohadjerani, 2012).

7. Capacité antioxydante total (Test de réduction de molybdate d’amoniume)

Le test est basé sur la réduction de molybdene Mo (V1) présent sous la forme d'ions
molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de l'extrait ou d’un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/
Mo (V) a un pH acide (Prieto et al., 1999). On mesure 1’augmentation de la coloration du

complexe molybdéne (VI) en présence d’antioxydant.

Tableau 8 : La capacité antioxydante totale qui correspondent I’absorbance a 0,5 nm.

Les extraits testés | [C]xEcart type (ug/ml) qui correspondent a DO=0,5nm
Acide ascorbique | 1,87+0,12
E. brut (feuilles) 6,13+0,29

E. brut (fleur) ND
E.A.acétique 4,60£0,39
E.chloroformique |ND
feuille

E.chloroformique ND
fleurs

L'utilisation du dosage du phosphomolybdéne, qui est une méthode quantitative pour

évaluer la capacité antioxydante hydrosoluble et liposoluble (capacité antioxydante totale)
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(Mohadjerani, 2012) montre que les extraits ont présenté des différents niveaux d'activité de

maniere concentration dépendante.

D’aprés les résultats obtenus (tableau 8), on remarque que 1’acide ascorbique
atteignaitl’absorbance 0,5nm a la concentration de (1,87 £ 0,12ug/ml). L’extrait brut et acétiques
ont atteignaitcette absorbance aux concentrations de (6,13+0,29ug/ml et 4,60+0,39ug /ml)
respectivement, pour I’extrait chloroformique (feuille, fleur) et I’extrait brut (fleur)sont notées
commes nons définies (ND). Ce qui refléte une activité antioxydante totaleproche a celle de
I’acide ascorbique. Il est intéressant de noter que 1’extrait acétique a présenté une teneur faible en
polyphénols. On suggere alors qu’il contenait des métabolites d’autres familles qu’ils lui

conféraient cette activité.

8. Effet des extraits de Nerium Oleander sur la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un important paramétre du stress oxydatif et un biomarqueur

principal de Iésion cellulaire (Singhal et Gupta,2012).

La figure (10) présente le pourcentage de la peroxydation lipidique induite in vitro par les

extraitsacétique et chloroformique en comparaison avec le FeCl3.

150 —
Fecl3

Acetique 100(feuilles)
AcetiquesSO(feuilles)
Acetique Z25(feuilles)
Chloroformique1 00(feuilles)

ChloroformiquesS0(feuilles)

Pourcentage de la peroxydation
lipidique (%)
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Figure 10 : Pourcentage de peroxydation lipidique induite par FeCl3, I’extrait chloroformique,

et I’extrait acétique, a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en moyennezecart

type(n=2).
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D’aprés les résultats obtenus on constate que les extraits acétique et chloroformique
induisaient la peroxydation lipidique in vitro. Bien que I’effet peroxydant de 1’extrait acétique
était significativement inférieur a celui de FeCl3 (P<0,05), I’extrait chloroformique aux
concentration 50ug/ml et 100ug/ml a présenté un effet statistiguement similaire a I’effet
peroxydant de FeCl3, (97,32%+4,19 ; 66,50%+10,59 et 87,78%=5,34) respectivement et les
extraits acétique (25ug/ml, 50ug/ml,100ug/ml) (52,15%=1,61; 27,45%5,88 ; 44,08%=6,45)
respectivementl’extrait acétique (25ug/ml,100ug/ml) était significativement inférieur a celui de
FeClI3 (P<0,01) et acétique 50ug/ml (P<0,001) .

Vu que I’extrait brut méthanolique est riche en composés phénolique, on a vérifi¢ sa
capacité a inhiber la peroxydation lipidique induite par le FeCl3en utilisant la quercétine comme
référence. Selon la figure 11 on constate que la quercétine a inhibé significativement la
peroxydation lipidique (21,37 % +2,29) induite par le FeCl3 (P<0,01), par contre 1’extrait brut
incubé avec I'’FeCI3 (72,13% +8,01) n’a pas affecté ’effet peroxydant de FeCI3 malgré sa

richesse en composes phénoliques.

100
mm Fecl3

mm Qersetine
mm brut{feuilles)+ FeClIl3

Pourcentage de Ia peroxydation
lipidique (%)

Cencentration en (ug/mil)

Figure 11 : Pourcentage de peroxydation lipidique par FeCl3, la quércitine, 1’extrait brut (n=2).

D’aprés les résultats on constate que I’extrait brut n’est pas inhibés la peroxydation
lipidique par I’FeCl3 malgré sa richeésse on polyphénols. Cela est dii au fait que I’extrait contient
plusieur molécule cytotoxique et antioxydante et dans ce cas selon les mécanismes utilisée les

molécules antioxydante elles se font une action antagonisme sur les molécules cytotoxiques.

34



SECTION Il : ETUDE PRATIQUE Chapitre I1. Résultats et discussion

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportes par Alhazmi et al., (2021). L’extrait
ethanolique de Nerium Oleander a induit une peroxydation lipidique dans I’homogénat de foie
de rat Wistar via la production des d'especes réactives de lI'oxygéene (ROS). Une autre étude
également rapportait que I'extrait de NeriumOleandera provoquédeslésions histopathologiques
dans le tissu hépatique (Alhazmi et al., 2021). Par contre, Singhal et Gupta (2012) ont rapporté
que D’extrait metahnolique de Nerium Oleander a exercé un effet hepato-protecteur contre la
toxicité induite par le CCL4 chez le rat, notamment par 1’inhibition de la peroxydation lipidique

(Singhal et Gupta ,2012).

9. Effet des extraits de Nerium Oleandersur la dénaturation de la protéine
BSA

100 —

HclL10

Brut(feuilles)+HclL
BErut{feuilles)
Acetigue100(feuilles)
AcetiquesO(feuilles)
Acetiquel2H(feuilles)
Chloroformique100(feuilles)

Fourcentage de denaturationtion
de BSA (%)
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Figurel2: Pourcentage de dénaturation de BSA par I’HCI, I’extrait brut, chloroformique et
I’extrait acétiquea différentes concentrations.Les résultats sont exprimés en moyennezecart type
(n=2).

On constate que tous les extraits a différentes concentrations ont exercé un effet dénaturant
sur la BSA. L’effet de I’extrait acétique a la concentration la plus élevé était similaire a celui de
IPHClI  (’extrait acétique  (100ug/ml)  82,69%+0,95, HCI (10ug/ml)85,62%0,09)
respectivement(P>0,05)tandis que 1’effet exercé par les autres extraits (I’extrait acétique
(50ug/ml), (25ug/ml) 63,47%=0,85 et 49,18%:6,60) respectivement,l’extrait
chloroformique(100ug/ml) et brut(100ug/ml) 67,56%+0,13 ; 71,98% respectivement) était
significativement  inférieur a celi de I’HCI (I’extrait acétique (50ug/ml),

chloroformique(100ug/ml), I’extrait acétique(25ug/ml) et brut(100ug/ml) (P<0,001),
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(P<0,0001), (P<0,01) respectivement. Notamment, I’extrait brut malgré sa richesse en poly
phénols n’a pas affecté 1’effet dénaturant de ’HCI quand les deux ont été incubés avec la BSA.
Ces résultats indiquent alors que les extraits de Nerium Oleander (1’extrait brut, acide acétique,
chloroformique) a différentes concentrations ont un effet cytotoxique présenté par un pourvoir

dénaturant des protéines in vitrocomparable a celui de ’'HCI.

Contrairement a nos résultats, Mary et al., (2017), ont montré que I'extrait éthanolique des
fleurs de Nerium Oleandera présenté une activité antiinflammatoire in vivo et in vitro par
I’inhibition de la dénaturation des protéines (albumine) a une concentration comprise entre 100
et 500 pg/ml. La valeur IC50 de l'extrait éthanolique de Nerium Oleanderétait de 236,03 pg/ml
alors que celle du diclofénac sodique était de 231,76 pg/ml.

10. Effet des extraits de Nerium Oleander sur I’induction de la trypsine

L’effet des différents extraits sur 1’activité de la trypsine est présenté sur le tableau (9).

Tableau9 : Pourcentage d’induction de I’activité de la trypsine, par les différents extraits de

Nerium Oleander. Les résultats sont exprimés en moyennezecart type (n=3).

Echantillon Pourcentage(%)d’induction de trypsine + Ecart type
E.A.acétique 63,24+7,45
E.brut feuilles ND
E.brut fleurs ND
E.chloroformique feuilles ND
E.chloroformique fleurs ND

Bien que D’activité antiprotéase est considérée comme un mécanisme antiinflammatoire,
I’activation des protéases est considérée un des mécanismes de cytotoxicité (Sukharev et al.,

1997).

D’aprés les résultats présentés sur le tableau (9) on constate que, uniquement 1’extrait
acétique a exercé une induction importante de ’activité de la trypsine (63,24+7,45) a la
concentration de (80mg/ml). La trypsine est une enzyme de référence utilisée souvent pour
évaluer I’activité protéase/antiprotéase des différentes substances. Padul et al., (2012), ont
mene une étude in vitro, qui a révélé que des extraits de feuilles, graines et fleurs de Nerium

Oleander ont montré une activité négligeable sur la trypsine. On suggére alors que 1’extrait
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acétique dans la présente étude contient un composant caractéristique qu’il lui confeére une

activité inductrice des protéases.

11. Effet des extraits de Nerium Oleandersur la prolifération des levures

La figure (13) présente le pourcentage d’inhibition de la prolifération de levure par I’extrait
brut, chloroformique, I’extrait d’acide acétique et le NaCN, a la concentration 50ug/ml, a
différent points de temps (2h, 5h,48h).
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition de la prolifération des levures par les extraits de Nerium
Oleander a la concentration de 50ug/ml. Les résultats sont exprimés en moyennezecart type
(n=3).

On constate qu’apres 2h d’incubation, tous les extraits ont inhibé la prolifération cellulaire
(I’extrait acétique 5%=+2,22 ; I’extrait chloroformique 1,86 %=0,17 ; I’extrait brut 3,08%=2,05).

Aprés Sh d’incubation, 1’effet des extraits chloroformiques (0,90%+0,30) et brut (0%),
(P<0,01) ont été diminué et devenus négligeables apres 48 h d’incubation. Par contre ’effet de
I’extrait acétique était significativement supérieur a celui de NaCN dans tous les temps de

mesure et notamment apres 48 h d’incubation (P<0,05).

La figure (14) présente le pourcentage d’inhibition de la prolifération des levures par les

différents extraits, a la concentration de 100ug/ml, a différent points de temps (2h, 5h,48h).

A la concentration 100pg/ml, I’activité antiproliférative des extraits brut et chloroformique

dans tous les temps de mesure etait négligeable par rapport a I’activité induite par le NaCNou
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I’extrait acétique. Bien que I’activité de I’extrait brut fiit négligeable, son incubation avec le

NaCN a potentialisé significativement 1’effet de ce dernier notamment aprés 48 h d’incubation.

Il est intéressant de noter que a la concentration de 100ug/ml I’effet de 1’extrait acétique était
supérieur a celui de NaCN, notamment aprées 48 h d’incubation ou on a enregistré une activité de
(6,72%+0,18) pour le NaCN et (39,23%+2,92) pour I’extrait acétique (P<0.001). Cela indique
clairement que [D’extrait acétique est noté d’une activité antiproliférative importante et

dépendante de la concentration.
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Figure 14 : Pourcentage d’inhibition de la prolifération de levure par les extraits de Nerium
Oleandera la concentration de 100ug/ml. Les résultats sont exprimés en moyennezecart type
(n=3).

En effet I’activité antiproliférative de N. Oleander était documentée dans plusieurs études,
notamment sur les lignés cellulaires cancéreuses. Par exemple, Mohapatra et al., (2021) ont
rapport¢ que le traitement d’une lignée cancéreusedes cellules cervicale par D’extrait
chloroformique de feuilles de Nerium Oleanderainduit une inhibition de la croissance et la
migration cellulaire, et a arrétéle cycle cellulaire en phase G2/M (Mohapatra et al., 2021). Ruta
et al. (2020) ont testé la cytotoxicité de I’oleadrin sur un modé¢le de Saccharomyces cerevisiae.
IIs ont rapporté que ce composé majeur de Nerium Oleanderinhibela pompe Na+/K+-ATPase et

altérel’homéostasie cellulaire de Ca* et Mg".
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Conclusion et perspective

Nerium Oleander est une des plus plantes toxiques dans le monde. Elle contient de

nombreux composés particulierement cytotoxiques, a activité anticancéreuse potentielle.

L’objectif principal de notre étude était d’évaluer la cytotoxicité des différents extraits de

Nerium Oleander in vitro.

L’évaluation de I’activité antioxydante, par estimation de la capacité de piégeage du
radical libre DPPH, le pouvoir réducteur de fer FRAP et la réduction de molybdate d’ammonium
a revelé que ’extrait brut est notamment doté d’une activité antioxydante considérable. On
suggere que cette activité est principalement liée a la teneur elevée de 1’extrait brut en composés

phenoliques.

La cytotoxicité a été evalué par estimation de la capacité de I’induction de la peroxydation
lipidique, de la dénaturation de BSA, de I’induction de la trypsine et de I’inhibition de la
prolifération cellulaire sur le model de Saccharomyces cerevisiae. Les extraits chloroformique et
acetique ont presenté une capacité considerable de I’induction de la peroxydation lipidique et de
denaturation de prorteines. L’extrait acetique seul a presenté une activité antiproliférative
importante sur le model de Saccharomyces cerevisiae. On suggere alors que Nerium
Oleanderposséde plusieurs mecanismes de cytotoxicité grace a sa compostion phytochimique

riche et diversifiée.

L’etude approfondie des mecanismes de cytoxicité et de synergismes entre les diffrents
composés Nerium Oleander sempble prometeu pour developer unereponse globale de

cytotoxicite efficace et selective aux cellules cancereuse.
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Annexe (1) : Une série des réactifs chimiques et matériels du laboratoire, Appareillage ont été

utilisés pour la réalisation de ce travail de recherche.

1. Réactifs chimiques

Reéactifs chimiques

Ethanol La quarsétine
Méthanol Plomb Pb
Acide acétique(C2H402) Fercianide
Tompan de phosphate K2HPO4 Eau distillée

Chloroforme (CHCI3)

Acide chlorhydrique(HCI)

L’acide ammoniaque NH4OH

Chlorure de fer(FeCl3)

Acide ascorbique

Acide sulfurique (H2S04)

Acide gallique Réactif de Folin-ciocalteu
TBA KCL

BSA NaCl

TCA ALCL3

NaCO3 KH2PO4

Trypsine Caséine

La solution de DPPH H202

L’acide nicotinique La levure

NaoH Molybdate d’ammonium
NacN violet de bromocrésol
I’eau déminéralisée Glucose

Peptone Na2HPO4

NaHCO4 bicarbonate de sodium

2.Matériels du laboratoire

Matériels du laboratoire

L’étuve

Porte-tubes a essai

Eprouvette graduée

Les empeules

Réfrigérateur Papier filtre
Les épandorfes Bain marie
Centrifugeuse Creuset

Balance analytique

Une ampoule a décanter

Boite de pétri

Micropipette 0-10 ul

Fiole jaugée Tubes a essai
Papier aluminium Béchers
Mortier Spatule

Gants chirurgicaux

Micropipette 10-1000ul

Papier absorbant

Barre d’agitation magnétique

Cuve en plastique et en verre

Vortex

Pissette

Agitateur et pH metre




Annexes

3. Appareillage

Les appareils utilisés dans cette travaille de recherche sont :

Plaque chauffante
Balance de précision

Rotavapeur

Spectrophotometre UV-visible

Annexe (2) : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Concentration (mg/ml) |0 60 120 250
Absorbance a (765nm) |0 0,264 0,572 1,213
1,4
1,2 R2=0,9994
1 / y = 0,0049x - 0,013
R?=0,9994
0.8 ® Sériel
0,6 Linéaire (Sériel)
0.4 / — Linéaire (Sériel)
ol A

50

100

150

200

250 300

-0,2
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Annexe (3) : Courbe d'étalonnage de la quercétine.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

y =0,0158x + 0,0065

R?=0,9997 /

¢ Sériel

—— Linéaire (Sériel)

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

R*=0,9997

¢ Sériel

—— Linéaire (Sériel)

0 20 40 60
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Annexe (4) : Courbe d'étalonnage de la nicotine.

0,09

0,08

y = 0,0005x + 0,0007

R?=0,9975

/

0,07

0,06

0,05

¢ DO

0,04

—— Linéaire (DO)

0,03

0,02 /
0,01

50 100

150 200

Annexe (5) : Rendement des extraits d’éthanol et les extraits méthanolique de plant Nerium

Oleander.

Les extraits L’extrait sec en (g) Rendement (%)
Acide 1,79¢ 60%
acétique(feuille)

Brut (feuille) 0,909 40,00%
Brut (fleurs) 0,295¢ 29,50%
Chloro(fleurs) 0,139 13%
Chloro(feuille) 0,179 6,40%
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Annexe (6) : Pourcentage de la peroxydation lipidique par FeCl3, I’extrait chloroformique,

I’extrait d’acide acétique, a différentes concentrations.

Les

COmMpPOsés

FeCI3

E.chloro50

E.chloro100

E.A.acét25

E.A.acéts50

E.A.acét100

%

87,78

97,32

66,50

52,15

27,45

44,08

Pourcentage 1’inhibition de peroxydation lipidique par la quersétine, 1’extrait brut, FeCI3.

Les composés

FeCI3

Qeérsétine

E.brut

%

87,78

21,37

72,13

Annexe (7) :Pourcentage de dénaturation de BSA par I’HCL, I’extrait brut, chloroformique,

I’extrait d’acide acétique, a différentes concentration.

Les

COmMpOosés

HCL10

E.brut

E.brut+HCL

E.A.acét25

E.A.acéts50

E.A.acét100

E.chloro100

%

85,62

71,98

81,41

49,18

63,47

82,69

67,56
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Annexe (8) :Pourcentage d’inhibition de la prolifération de levure par ’extrait de Nerium

Oleander en fonction de différent temps (2h, 5h,48h) a concentration de 50ul.

Les composes E.Acide |[NaCn |E.brut |[E.Chloroformique
acetique
% Apreés 2h 5 1,94 3,08 1,86
Apreés 5h 3,34 1,14 0 0,90
Apreés 48h 5,91 2,74 0 0

Pourcentage d’inhibition de la prolifération de levure par I’extrait de Nerium Oleander en

fonction de différent temps (2h, 5h,48h) a concentration de 100ul.

Les composés E.Acide |NaCn |E.brut E.Chloro.feuille
acétique
% Aprés 2h 7,32 5,23 0 25,49
Apres 5h 8,75 5,21 0 1,03
E.brut+NaCn
1,51
Apres 48h 39,23 6,72 E.brut 5,9
1,31
L’E.brut+NaCn
16,48
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LEFOUILI Meryem

Evaluation de ’activité antioxydante et de la cytotoxicité des extraits de Nerium oleander in vitro

Résumé

L’objectif de notre étudeest I’évaluation la cytotoxicité de différents extraits (methanolique, acetique, chloroforrmique) de
Nerium oleander.La Mesure des composes polyphénoliques et alcaloides des extraits a été effectué suivi par une
evaluation I’activité antioxydante par le test de DPPH, FRAP, et molybdate d’ammoniumet les tests de cytotoxicité par
I’evaluation del’induction de la peroxydation lipidique dans I’homogénat du foie, la dénaturation de protéine (BSA),
I’induction de trypsine et le test de I’inhibition de prolifération des levures. Les résultats obtenus indiquent que I’extrait
brut de Nerium oleander est doté d’une activité antioxydante considerble. Les extraits acétique et chloroformique
(alcaloides) ont presenté un effet remarquable de I’induction de la peroxydation lipidique et de denaturation des proteines
tandi que I’extrait acétique seul a inhibé la proliferation cellulaire dans le modle de levures Saccharomyces cerevisiae. Les
résultats obtenus dans cette etude confirment la cytotoxicté Nerium oleander d’une part. D’autre part sa richesse
particulierment en comosés phenolique lui confert un caractere cytoprotecteur. Dans context, cette plante peut étre candidat
pour le développement des traitment a la fois ctytoxiques ciblant les cellules cancéreuses et cytoprotecteurs pour les
cellules saines.

Mots clés: Nerium oleander, I’activité de cytotoxicité, 1’activité antioxydant, les alcaloides, les composés polyphénoliques.

Abstract

The objective of our study is to evaluate the cytotoxicity of different extracts of Nerium oleander.The Measurment of the
polyphenolic compounds and alkaloids of the the difrent extracts was carried out followed by an evaluation of the
antioxidant activity the DPPH test, FRAP, andand ammonium molybdate reduction test and the tesrs of cytotoxicity by the
evaluation of the induction of lipid peroxidation in the homogenate liver, protein denaturation (BSA), trypsin induction,
and the yeast cells proliferation inhibition test. The results obtained indicate that the crude extract of Nerium oleander has a
considerable antioxidant activity.The acetic and chlorophotm extracts showed a remarkable effect of inducing lipid
peroxidation and protein denaturation, wihlt the acetic extract alone inhibited cell proliferation in the model of yeast cells
Saccharomyces cerevisiae. The results obtained in this study, confirm the cytotoxicity of Nerium oleander in one hand. On
the ther hand, its richness particularly in phenolic compounds, garnties to it a cytoprotectibe character. In this context, this
plant could be a potential condidate for the develomeny of both cytotoxic treatments targeting cancerous cells and
protective for nomal cells.

Key words: Nerium oleander, cytotoxicity activity, antioxidant activity, alkaloids ,polyphenols.
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