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Introduction

Depuis l’antiquité, I'homme a fait un effort d'exploiter la nature pour ses besoins
nutritionnels et médicaux, et au cours du développement des civilisations, il a exploité les
plantes pour usage médicinal (Rhattas et al., 2016).

L'organisation mondiale de la santé (OMS) révélait une augmentation continue de
I'utilisation des herbes et des médicaments a base des plantes. Cette approche de traitement est
largement sous I'égide de la médecine traditionnelle (Sarris et al., 2021).

La phytothérapie utilise des produits biologiques qui ont une pharmacodynamie capable de
provoquer des événements toxiques tres importants. En effet, la valeur médicinale des plantes
réside dans leurs composés phytochimiques bioactifs, mais leur intoxication peut conduire a
des urgences toxicologiques (Saha et Honnesh., 2021).

Sur le plan scientifique, de nombreux travaux ont été menés, notamment des
expérimentations ethnobotaniques, biochimiques et cliniques sur les plantes médicinales dans
le but d'améliorer ce patrimoine culturel et d'en apporter une justification scientifique (Zerbo
et al., 2011). Il existe environ 500 000 espéces de plantes sur terre (Rhattas et al., 2016), une
large gamme des plantes possédent une gamme d'utilisations médicinales dans I'humanité dont
80 000 ont des proprietés médicinales (Benkhnigue et al., 2011).

Nerium oleander est considérée comme une plante toxique en raison des toxines qu’elle
contient. Cette plante possede également de nombreuses propriétés médicinales, et donc ses
différentes parties sont utilisées comme remedes externes (Rubini et al., 2019). Les fleurs de
N. oleander sont la partie la plus riche en polyphénols et la moins concentrée en glucoside
cardiaques qui sont les métabolites les plus toxique de cette plante. Ainsi ce travail vise a
évaluer la bioactivité de I’extrait aqueux et méthanoliques des bourgeons et fleurs de Nerium
oleander in vitro et in vivo.

Ce travail se divise en deux parties : La partie bibliographique relative a la plante Nerium

oleander et ses caractéristiques et la deuxiéme partie expérimentale consacré a 1’étude des
activités biologique des extraits des bourgeons et des fleurs de Nerium oleander.
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PARTIE I : Rappels bibliographiques Chapitre 1. Nerium oleander

1. Introduction sur Nerium oleander

Nerium oleander, ou communément appelé laurier-rose , décrit et nommé par Carl von
Linné en 1753 ; connu dans les textes anciens sous le nom de “rose du désert”, les références
historiques montrent I'utilisation d’oleander dés le 15eme siecle avant J-C. Le nom Nerium
vient du mot grec « neros » qui signifie humide et oleander du latin « olea » faisant allusion

aux feuilles semblables a celles de I’Olivier (Azmal, 2023). Figure 1

Nerium oleander est une plante ornementale grace a sa belle fleur, de la famille
Apocyanaceae (Shafig et al., 2021) et sous - famille Apocynoideae ; elle s'agit de la seule
espéce dugenre Nerium. Cette espéce est connue localement sous le nom de (el-defla) et parfois
appelée Oleander (Madaci et al., 2020). Elle peut étre multipliée par des graines (Kadri et
Yahia, 2016) mais, étant allogame et fortement hétérozygote, elle présente une grande
variabilité dans les populations de semis (Azmal, 2023).

Oleander est une plante trés répandue dans le monde (Becam et Carvelli, 2020),
généralement trouvée dans un habitat humide sur des sites bien exposés au soleil, et surtout le
long des rives des ruisseaux (Azmal, 2023). Elle est utilisée comme aménagement pour
paysager le long desroutes (Becam et Carvelli, 2020). Elle est a croissance rapide et densément
ramifiée, ce qui en fait un ajout populaire ade nombreux paysages terrestre (Suchard et Greb,
2020). Elle est caractérisée par son adaptation aux sols avec une faible concentration en
nutriments ; elle pousse dansune large gamme de pH (5-8,3) et tolére les conditions climatiques
difficiles telles que la chaleur, la sécheresse et la richesse en sel (Azmal, 2023).

Oleander est utilisée en médicine traditionnelle pour ses propriétés pharmacologiques
multiples comme I’activité antibactérienne, anti-inflammatoire (Verma et al., 2018) anti-
tumorales, anti-prolifératives et méme des propriétés antivirales (Sinha, Biswas 2016). D’autre
part elle est connue desa toxicité importante. Toutes les parties de la plante sont toxiques (Zibu
et Batra, 2010). Plusieurs preuves cliniques de toxicité par Nerium oleander ont été

documentées (Dey, 2020).
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2. Distribution géographique de Nerium oleander

Oleander est distribuée a I'origine dans I'Asie subtropicale et la région méditerranéenne, mais
pousse maintenant dans de nombreuses régions du monde, notamment aux Etats-Unis, en
Australie, en Chine et dans les pays de Moyen-Orient (Sehr et al., 2020) et assez abondante
dans la zone steppique de I'Afrique du Nord (Kadri et Yahia, 2015). En Algérie, sa présence
est assez commune, surtout sur les alluvions et terrains rocailleux. Dans la Sahara du nord elle
se retrouve dans les montagnes du tassili et du Hoggar (Madaci, 2020).

3. Noms communs de Nerium oleander
Nom Botanique: Nerium oleander
Nom Hindi: Kaner, kanail
Nom Anglais: Oleander, Rose-bay
Nom Afrikaans: selonsroos
Nom Arabe: Defla, Ward Al-Hemar, Sim Al-Hemar (Ayouaz et al., 2023).

Synonyms: Soland, lorier bol, rosebay, Laurie rose, kaner, Karavira, Viraka, Ashvamarka,

Hayamaara, auripushpa, Siddhapushpa (blanc variété de fleurs), Raktapushpa, Raktaprasava,

Ravipriya (variété a fleurs rouges) (Ebrahimi et al., 2018).

Figurel: Nerium oleander (Farooqui, Tyagi., 2018)




PARTIE | : Rappels bibliographiques Chapitre 1. Nerium oleander

4. Classification taxonomique de Nerium oleander (Chaudhry et Prasad,

2014)
Phyllum Plantae
Classe/ Sous-Phyllum Angiospermes
Série Eudicots
Ordre Gentianales
Famille Apocyanacées
Genre Nerium
Espece Oleander

5. Description botanique de Nerium oleander

Oleander est un arbuste dont la taille et les propriétés varient considérablement selon les
régions qu’il habite. La floraison a lieu a la fin du printemps (Mai-Juin) (Genouxet al., 2021).
La description botanique de N. oleander est représenter dans la Figure 2 et le Tableau 1.

Figure 2 : Description botanique de Nerium oleander (Stursa, 2001)
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Tableau 1 : Description botanique des différentes parties de N. oleander.

Chapitre 1. Nerium oleander

Feuilles

Les feuilles sont linéaires et coriaces de couleur vert foncé a
vert gris, avec desveines jaunatres claires distinctes. Ilssont
longs de5 a 20 cm, étroit, avec un limbe vert foncé coriaceus
aigués, (Bandara et al., 2010) rigides, a 40-70 paires de
nervures secondaires trés fines et paralleles (Verma et al.,
2018).

Fleurs

Les fleurs sont en forme d’entonnoir et parfumés (Zibu et
Batra, 2010). Elles sont produites en grappe terminale
d'environ 5 cm de diamétre avec 5 pétales étalés et
différentes couleurs varient. Les fleurs sont blanches a roses

a rouge foncé (Sinha et Biswas, 2016).

Fruits

Les fruits sont constitués d'un follicule étroit de 7,5 a 17,5
cm delong et s'ouvrent pour se disperser (Vermaetal.,2018)
secs, cylindriques, contiennent de nombreuses graines

munies d’une aigrette et a poils soyeux (Sinha et Biswas,

2016).

Bourgeons

Les bourgeons floraux sont semblables a une torche, se
déroulent en fleurs odorantes, groupées a I'extrémité des
rameaux, soudes jusqu'a mi-hauteur en un tube cylindrique,
libres au-dela, doubles d'une couronne interne frangée
(Hammiche, 2013).
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6. Usage traditionnel de Nerium oleander

Oleander est utilisée comme plante médicinale traditionnelle pour le traitement de nombreuses
maladies dans différentesrégions dumonde (Fatemeh et al., 2018) (Tableau 2). Les propriétés
thérapeutiques d’oleander sont connues depuis I’antiquité (Azzalini et al., 2019). Les feuilles
et les fleurs sont utilisées comme cardiotoniques, diurétiques, pour la prise en charge des calculs
rénaux et veésiculaires, de l'asthme, le cancer, et ulceres (Sehr et al., 2020). Néanmoins,
oleander est connue de sa toxicité importante, et ne doit étre utilisée qu'avec extréme prudence

(Farooqui et Tyagi, 2018).

Les racines sont utilisées sous forme de pansements sur les tumeurs en raison de sa nature
toxique, elles ne sont pas utilisées qu’extérieurement. L huile préparée a partir de I'écorce des
racines est utilisée pour traiter des maladies cutanées. Elles sont utilisées aussi comme purgatif
dans I'hydropisie et les rhumatismes (Zibbu et Batra, 2010). Les jus des feuilles, de I'écorce et
des racines sont utilisés comme traitement des ulceres cancéreux, les carcinomes, les tumeurs
ulcéreuses ou dures (Bakkali et al., 2010). Le tableau 2 résume [I’utilisation thérapeutique

traditionnelle d ‘oleander a travers le monde.

Tableau 2 : Utilisations traditionnelles des différentes parties d’oleander a travers le monde.

Pays Utilisations traditionnelles Parties utilisés

Algérie -Maladies de la peau dermatoses, démangeaisons. | Feuilles
(Hammiche, Maiza., 2006) | - Perte des cheveux, fievre, maux de téte,

abortive, eczéma, mal des dents.

Bangladesh -Antibactériennes, anticancéreuses, antidotes, | Racines
(Nat. Prod., 1999) antilépreuses et cardiotoniques.
Iran - Cardiotonique et diurétique dans l'cedéme. Feuilles séchées

(Adome et al., 2003)

Maroc -Le diabéte, les démangeaisons et les maux de | Feuilles

(Rhattas et al., 2016) téte.

Cuba (Adome et al., 2003) | -Médecine folklorique. Différentes parties
de la plante.

)
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7. Toxicité de Nerium oleander

La phytotoxicité est un probleme important concernant les applications cliniques des plantes
médicinales (Becam et al., 2020). Oleander est potentiellement mortelle apres l'ingestion, est
considérée comme une plante vénéneuse (Chaudhary et Prasad, 2014). Elle est responsable
d'empoisonnement volontaires ou accidentel chez les adultes, mais surtout chez les enfants et
certains animaux domestiques (Moulsma et al., 2000). Les cas d’intoxications volontaires par
oleander sont rares comparés aux expositions accidentelles. Ces derniéres surviennent le plus
fréquemment chez I’enfant et sont la plupart du temps graves (Becam et al., 2020). Des
tentatives de suicides par oleander sont régulierement rapportées par les toxicologues dans
différentes parties du monde (Bourgeois et al., 2005).

La dose toxique se varie en fonction de plusieurs facteurs ; tels que la quantité, la partie de
la plante et la concentration de toxine dans la partie de plante ingéree, I'age et I'état de santé du
patient au moment de I’ingestion (Siham et al., 2020). Cette plante est tres toxique, contenant
une puissante toxine cardiaque et ne doit étre utilisée qu'avec extréme prudence (Hammiche et
al., 2013).

L'intoxication par oleander est similaire a celle aux substances digitaliques en raison de la
présence des hétérosides cardiotoniques dont le principal est I'oléandrine dans toutes les parties
de cette plante (les fleurs, les feuilles, les tiges et les racines) (Huguese et al., 2011) qu’elles
soient fraiches, séchées ou bouillies, (Turan et al., 2006), et que ce soit par ingestion ou
inhalation de fumer. De méme, des cas de toxicités ont été rapportés suite a la consommation
de viande cuite sur des branches d’oleander (Huguese et al., 2011), I’ingestion d’eau
contaminée par cette plante, ou I’ingestion de miel produit par les abeilles qui auraient butiné
des fleurs de laurier rose (Hammiche et al., 2013).

Adome et al. (2003) ont testé I’extrait éthanolique des feuilles d’oleander ex vivo a
différentesconcentrations sur le cceur des porces. Les résultats indiquent que ’effet de cet extrait
est similaire a ’effetdela digoxine (Adome et al., 2003) & cause de sa richesse en cardénolides.
L’activité cytotoxique de ces derniers est principalement liée a I’inhibition de pompe Na+\k+
ATPase (Dey, 2020) ce qui augmente la concentration de Na+ et par conséquent augmente la
concentration intracellulaire de Ca+ des muscles cardiaques provoquant ainsi la contraction
musculaire (Shridhar, 2022).

La gravité des intoxications par oleander est en fonction de la quantité ingérée ce qui est souvent
difficile a évaluer ; Le tableau 3 résume les doses toxiques d’oleander chez 1’animal et

I’homme. Les manifestations cliniques sont habituellement observées en I’espace de 2 a 6

)
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heures, mais plus rapidement en cas de consommation sous forme d’infusion et d’ingestion

d’extraits des racines ou des feuilles (Hofer et Weiler, 2019). Les symptomes cliniques

importants d’empoisonnement consistent au vomissements, nausees, douleurs abdominales,

diarrhée (Meloetal.,2020). Letableau 4 présente plusieurs cas documentés d’empoissonnement

par oleander.

Tableau 3 : Doses toxiques (DT) et mortelles (DM) de oleander chez I’animal et
I’homme (Hammiche et al., 2013).
Animal Homme
Souris | Chien | Mouton | Ruminant | Oiseux Aut‘res Enfant Adulte
especes
DT: DT: |DT:3a|DM: 110|DM: |DL:0.5|Une seule 3 a 10 feuilles.
50mg/kg. | 3g. 14 g/kg. | g/kg. 0,12 a|mg/kg. |[feuille pourrait
0,7 9. entrainer la
mort.

Tableau 4 : Cas d’empoisonnement chez ’homme et animal par oleander.

Les informations

Les cas toxiques

Les symptomes et les

résultats

1 _Patient de 21 ans sans _Une application _ Six heures apres : un
(Daflaoui et | antécédent pathologique. | directement par frottement | placard eérythémateux
al., 2021) la racine d’oleander. cedémateux mal limité
au niveau des joues et du | avec prurit intense,
menton, sans notion surmonté de vesiculo-
d’ingestion orale. bulles.
2 _Une femme de 58 ans. _ La femme est suicidée _ L'autopsie, pratiquée
(Azzaliniet | _Lafemme ne souffrait | par des feuilles trois jours apres la mort de
al., 2019) pas de depression ni d’oleander. la femme.

d'aucune autre maladie et
elle ne prenait aucun
médicament.

_Une pétéchie sur la
surface profonde de la cuir
chevelu, congestion de
plusieurs organes et
cedéme pulmonaire.
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3
(Rodriguez et
al., 2007)

_Une femme de 55 ans
ayant des antécédents de
cirrhose alcoolique et des
troubles dépressifs.

_La femme a avalé un litre
d'infusion préparée a base
de fleurs de la plante.

_ Aprés quelques heures,
apparition de nausées et
vomissements, présentant
un syncopal.

_Les analyses ont été
normal, sauf pour le
potassium de 5,9 mmol/l.
_L'électrocardiogramme a
révélé un bloc sino-
auriculaire. Un dosage de
la digoxinémie dont le
résultat était de 2,5 ng/ml
(taux thérapeutique
inférieur & 2 ng/ml).

4
(Vallé et al.,
2012)

__Un détenu de 60 ans
antécédents connus de
dépression.

_Ilacueilli des feuilles
d’oleander du jardin de la
prison et les a
consommeées dans le but
de se suicider.

_ Des douleurs
abdominales et de sueurs
froides, d'inconfort gastro-
intestinal, de nausées.

_ Une hyperkaliémie a 5,8
mmol/. Les concentrations
de sodium et de
magnésium étaient
normales.

5
(Bourgeois
et al., 2005)

__Homme de 44 ans.

_Le patient disait avoir
absorbé 100 g de feuille de
plante.

_Apres quatre heures le
patientes a devenu
somnolent, confus
dysarthrique et présentait
des vomissements
verdatres avec fragments
de feuilles.

6
(Aslani et
al., 2004)

92 bovins.

_La présence de feuilles d’
oleander dans le rumen
dans tous les cas.

_Les troubles de la
locomotion, la diarrhée, la
dépression et la mort
subite.
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7 _ Six moutons males. _Ingestion des feuilles _Apres 30 minutes : une
(Barbosa et séchées d’oleander. diminution de la
al., 2008) fréquence cardiaque suivie
de pauses cardiaques et de
tachyarythmies, atonie
ruminale, tympanie légére
a modérée, douleurs
abdominales, polyurie.
8 _ Des singes capucins _Des feuilles d’oleander _Vomissements,
(Schwartz et | (Cebus apella). séchées et broyées ont été | salivation, polyurie,
al., 1974) administrées a des bradycardie, hémorragie
intervalles de 48 h a des vaginale, avortement,
doses de 30, 7,5 et 3 anorexie, constipation,
mg/kg. perte de poids, narcose,
agitation, faiblesse et
respiration superficielle et
rapide.
9 _Deux jeunes chevaux. _Toxicité par oleander _Léthargie, lI'anorexie et
(Soto-Blanco ] ] ) les arythmies cardiaques.
et al., 2006) _Présence de oléandrine
dans le gastro-
Intestinal et de la digoxine
dans le serum.
10 _50 vaches. _Malaise avec dépression,
(Cecietal., anorexie, manque de
2020) rumination et

hypogalaxie ; la diarrhée.

7.1. Procédures thérapeutiques

Il y a aucun traitement spécifique d’empoisonnement par oleander (Pellet et al., 2015) mais

il y ades procédures thérapeutiques dans un cas d’urgence médicale par un poison de plante qui

sont : 1’élimination gastro-intestinale des toxines non absorbées par un lavage gastrique et

I’administration de médicament charbon actif et des solutions physiologiques (Prashar et al.,

2014). Un traitement de la tachycardie par blocage adrénergique a 1’aide des 3 bloguant est

également décrit. Ces procedures sont notamment efficaces dans les premiers temps

d’empoissonnement (Soto-Blanco et al., 2006).

o
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1.Généralités sur les métabolites secondaires

La technique phytochimique s'applique principalement au contr6le de la qualité et de la
phytothérapie de divers composants chimiques trouvés dans les plantes, fournissant des
avantages pour la santé humaine (Zibbu et Batra, 2010).

Les métabolites secondaires sont spécifiques aux espéces et peuvent étre différents en qualité

et en quantité selon les conditions environnementales (Ayouaz et al., 2021).

Les études phytochimiques effectuées sur oleander ont permis d’isoler un grand nombre de
métabolites secondaires (Velavan, 2015).

2. Composition chimique de Nerium oleander

Oleander contient différents composés phytochimiques (Velavan, 2015). Elle est riche en
métabolites secondaires comme les glycosides cardiotoniques, les alcaloides, les composés
phénoliques y compris les flavonoides et les tanins, les stéroides, les triterpénes et les saponines
(Al-Snafi., 2020) (Tableau 5)

Les glycosides cardiaques également définis comme cardénolides (Carfora et al., 2020) qui
sont des composes végétaux ou animaux naturels dont les actions comprennent a la fois des
effets bénéfiques et toxiques sur le ceeur. Oleander contient plus de 30 glycosides cardiaques
toxiques (Rubini et al., 2019). Toutes les parties de la plante contiennent des glycosides avec
les graines et les racines contenant le pourcentage le plus élevé ; L'oléandrine et la nérine sont
les plus puissants (Galton et al., 2020).

L’oléandrine a été identifiée comme entité chimique principale et potentiellement active de
oleander (Kanwal et al., 2020). L’oléandrine est également le principal constituant actif de
médicaments a base de plantes bien connu pour le traitement des maladies cardiagques
(Gayathri et al., 2011). Elle est présente dans les graines, les racines, les tiges, les feuilles, les
bourgeons, les fleurs et la seve de la plante. Les feuilles présentent la concentration la plus
importante d’oléandrine au sein de la plante, environ 0,1% (Becam et al., 2020). Les graines
renferment de I’oléandrine et des composés voisins : odorosides, adigoside, gluco-
strospeéside... etc (Bruneton, 2001). D’autre part, la nerine I'une des glycosides cardiaques les
plus toxiques (Langford et Boor, 1996) a été isolée de toutes les parties de la plante (Akhtar
etal., 2014).
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Les fleurs d’oleander sont riches en alcaloides, phénols, flavonoides, tanins, coumarines et
triterpene (Molyneux et al., 2007). Les alcaloides sont les substances les plus importantes et
les plus actives trouvées dans la plante apreés les glycosides cardiotoniques (Al-Hakak et al.,
2019).

L’acide chlorogénique est parmi les composés phénoliques majoritaires d’oleander (Achakzai
et al., 2009) ; il se trouve dans toutes les parties de la plante et s’accumule particulierement
dans les bourgeons floraux et les fruits (Paris et Duret, 2014).

Les flavonoides sont des pigments végétaux, responsables de la coloration desfleurs, desfruits
et parfois des feuilles (Paris et Duret, 2014), ce sont des composés phénoliques et se
composent de flavones, flavanols, flavanone. Les flavonoides appartiennent au type flavanol
existent atous les stades de végetation et dans tous les organes d’oleander sauf les racines. Les
graines contiennent des dérivés de types variés. La composition en glycosides flavonoigues de
type flavanols est assez homogene dans les différentes parties de la plante avec une tenure
maximale dans les bourgeons floraux. Le kaempférol est un flavonoide de type flovonol avec
un large spectre de bioactivit¢ (Ibrahim et al., 2008). Les dérivés de kaempférol sont
relativement importants dans la fleur. Ces composés représentent une fraction importante des

métabolites secondaires dans la plante et ont montré qu'ils possédent des effets remarquables

sur la santé (Saranya et al., 2017).
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Tableau 5 : Métabolites secondaires d’oleander dansles différentes parties de la plante et leurs

effets pharmacologiques.

Présence dans les parties de la
. . . Formule plante .
Métabolites secondaire o Effet Pharmacologie
Chimique _ ] _
Racines | Tiges | Feuilles |Fleurs
Glycoside Anticancer,
cardiaque : antiinflammatoire et
. C32H4809 |+ + + + )

oléandrine antioxydant (Goraksh et al.,
2017).
Anti-athérogénique, anti-

Flavonoide : inflammatoires et anti-

) CisH1006 |+ + + + , _

Kaempférol dépressives (IBRAHIM et
al., 2008).

Alcaloide: Anticancer (Goraksh et al.,

[5,9-Dimethyl-1-(3- 2017).

phenyloxiran-2-yl)-

deca-4,8- C28H34N20]| - - + +

dienylidene] -(2-

phenyl-aziridinl-yl) —

amine

Stéroide : Anticancer (Nawaz et al.,

Cardénolides Ca3H3s02 | + - - + 2023).

Phénol : Antioxydant. (Saranyaet al.,

P-crésol C7HsO - + + + 2017)

3. Bioactivité de Nerium oleander

Oleander possede une large gamme d’activités pharmacologiques (Germi et al., 2013), les

plus importantes sont

inflammatoire, antimicrobienne ..

Pactivité

anticancéreuse,
. (Ayouaz et al., 2021)

antioxydant,

antidiabétique, anti
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3.1. Activité anti-cancereuse

L’extrait méthanoliques des feuilles d’oleander (oléandrine) posséde une activité
cytotoxique sur les cancers de sein, le carcinome hépatocellulaire et la leucémie myéloide
chronique. Des études in vitro ont montré que ’oléandrine induit la mort apoptotique (Germi
et al., 2013) par I’activation des caspases, ¢lévation des taux de Bax, la libération cytochrome
C dans le cytosol, I’activation des récepteurs de mort tel que Fas (Kanwal et al., 2020).

Dans une autre étude, I’extrait PB1-05204 au CO2 des feuilles d’oleander possedent une
activité anti tumorale sur le cancer de pancréas (Panc-1) in vivo (souris) et in vitro. L’efficacité
de cet extrait est plus élevée que la gemcitabine (médicament pour traiter le cancer). Les
résultats montrent que I’extrait cible les composants de la voie (PI3K, AKT, mTOR) pour
I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses et I’induction del’apoptose (Yong Pan.,
2014). Le méme extrait possede aussi une autre activité sur le glioblastome multiforme (GBM).
La combinaison de son administration avec la radiothérapie améliore ’activité antitumorale
(dans les modeéles précliniques murins de GBM) par les mécanismes de transition de
I’autophagie a I’apoptose et la modulation des dommages d’ADN par la réduction de sa
réparation (Colapietro et al., 2022).

D’autre part, Siham et al. (2020) ont rapporté que I’extrait phénolique des feuilles
d’oleander in vitro a une action cytotoxique sur HT29 (Human colon adénocarcinome) parce
qu’il contient I’acide chlorogénique, la rutine, et la quercétine qui sont capables d’inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses et capables d’induire ’apoptose. De plus la rutine peut
inhiber I’angiogenéses et les métastases dans les lignées colorectales (Siham et al., 2020). Dans
une étude récente des méme auteurs Siham et al. (2023), les extraits des fleurs ont révélé
également une activité antitumorale considérable (Siham et al., 2023).

Des études in vitro sur un autre extrait riche en glycosides cardiaques d’oleander ( Anvirzel
) ont montré que ce dernier posséde une activité antitumorale sur les lignées cellulaires de
cancer de la prostate par ’inhibition de la pompe Na+/K+ ATPase et donc I’inhibition de la
libération du facteur de croissance de fibroblaste (FGF2) qui est exprimé a des niveaux accrus
dans le cancer de la prostate humaine et favorise la motilité et la prolifération cellulaires,
augmente l'angiogenése tumorale et inhibe I'apoptose ( Polnaszek et al., 2003) .

De plus, I’extrait d’huile des fleurs d’oleander possede in vivo une activité antitumorale sur
les carcinomes Ehrlich ascites car cette huile est capable d’inhiber la croissance de cette ligné

cellulaire (Farooqui et Tyagi, 2018).
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3.2. Activité anti microbienne

L’activité anti microbienne d’oleander inclut D’activité antibactérienne, I’activité anti

fongique (Zibbu et al., 2010) et I’activité anti viral (Effertth et al., 2019).

3.2.1. Activité anti bactérienne

Almana et al. (2021) ont rapporté que les huiles essentiels (HE) des feuilles d’oleander
posséde une activité antibactérienne contre les biofilms de la bactérie P. auriginosa (Almana
et al.,, 2021). D’autre part les bactéries gram-positives (Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus) sont plus sensibles aux HE d’oleander que les bactéries gram-négatives (E. coli et
Salmonella typhimurium) car leur membrane externe est plus perméable aces derniers. Ces HE
sont capables de perturber la perméabilité de de la membrane cellulaire et la perte de contréle
chimiosmotique ce qui en résulte comme la raison la plus probable de leur effet letal (Ali et al.,
2010).  L’extrait éthanolique des fleurs d’oleander (OEE) contient des composes
phytochimiques multiples (Carbohydrates, Alcaloides, Flavonoides, Stéroides, Glycosides
cardiaques, Protéines, Acides aminés, Triterpénoides et Tannins) a révelé une activité
antimicrobienne considérable contre plusieurs souches bactériennes (Escherichia coli,
Pseudomonas vulgaris, Pseudomonas aeruginosa qui sont de gram négatives et, Staphylococcus
aureus qui est de gram positif). Cette activité était méme plus efficace que I’activité de
ciprofloxacine (antibiotique) standard (Nitave et al., 2016). OEE possede une grande affinité

aux lipopolysaccharides de la membrane bactérienne ce qui conduit a des lésions cellulaires et
donc I’inhibition de la croissance des bactéries (Shafiq et al., 2021).

3.2.2. Activité antivirale

Oleander ayant une activité antivirale trés efficace sur les virus enveloppés (Plante et al.,
2021) principalement gréace a sa richesse en glucosides cardiaques. Les glucosides cardiaques
altérent les différentes étapes du cycle de vie viral essentiellement via la perturbation de
I’équilibre ionique, 1’autophagie de la cellule hote ou par le déclenchement des diverses
cascades de signalisation apoptotique (Skubnik et al., 2021). L’oléandrine est actif contre le
VIH-I et le SRAS-CoV-2(Saha, Honnesh., 2021). Il réduit I’expression de la protéine
enveloppé (gp120) de VIH quelle est le principal médiateur de I’infection (Ebrahimi et al.,
2018). De plus I’oléandrine est capable d’inhiber la réplication du VIH (Newman et al., 2020).
Des recherches récentes ont montré que méme a de faible concentration 1’oleandrine était

y
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capable de réduire la charge virale de Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere
(SARS-CoV-2) (Newman et al., 2020) par I’inhibition de Na+/K+ATPase en bloquant le site
de liaison a ATP nécessaire pour ’activité de ACE2(enzyme de conversion de I’angiotensine
2) qui s'est maintenant révélé étre un récepteur d'entrée pour le SRAS-CoV-2 (Mombeni et al.,
2020).

3.2.3. Activité anti fongique

L’extrait éthanolique (Carbohydrates, Alcaloides, Flavonoides, Stéroides, Phénols,
Protéines, Triterpénoides, Saponines et Tannins) des fleurs d’oleander in vitro posséde une
activité antifongique (Sinha et al., 2016) contre les champignons suivants Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigate et Rhizopus, les chercheurs ont utilisé la nystatine
comme médicament de référence pour étudier I'activité antifongique. L’extrait éthanolique a
montré la plus grande activité par rapport aux nystatines. Les plus grandes zones d'inhibition
ont été signalées contre Aspergillus flavus, Rhizopus, mais une activité minimale a été signalée

contre les autres espéces étudiées (Saranya et al., 2017).

3.3. Activité Anti inflammatoire

Plusieurs mécanismes antiinflammatoires d’oleander ont été rapportés. L’extrait aqueux des
fleurs d’oleander contenant des composés phénoliques tel que les flavonoide, tanins et des
composés phénoliques possede une activité anti inflammatoire, par la diminution de
dénaturation de I’albumine (I’'une des causes des maladies inflammatoires est la diminution de
I’albumine) (Mary et al., 2017). L’injection intramusculaire de I’extrait de décoction de feuilles
d’oleander a induit diminution de I'expression du géne de I'lL-6 (est une importante cytokine

médiatrice de la phase aigué de l'inflammation) (Hassan et al., 2018).

Les extraits de chloroforme et éthanolique des feuilles et des fleurs respectivement
d’oleander in vivo possédent une activité antiinflammatoire contre I'eedéme de la patte des rats
par mécanisme d'inhibition de la voie cyclooxygénase, qui conduit a l'inhibition des
prostaglandines2 et I'expression de 'ARNm de COX-2 (Kumar et Anand, 2010). De plus
NOEE a montré une inhibition de la formation de granulome et a normalisé les niveaux de
TNF-a et IL-1p. Il a également montré une réduction trés significative du nombre total de
leucocytes et des taux de protéine C-réactive (Shafig et al., 2021) avec augmentation
significatives de taux de CRP, ALAT, LDH, CK et CK-MB (Rania et al., 2019).

|
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Les réponses inflammatoires sont induites par L’IL-8 qui interagit avec ses récepteurs pour
induire ’endocytose (Ebrahimi et al., 2018). L’oléandrine est un inhibiteur de L’IL8 par

I’inhibition de liaison de I’'IL8 avec ces récepteurs (Kanwal et al., 2020).

3.4. Activité antioxydante

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production des radicaux libres (Les radicaux
oxygénés, comme le superoxyde radical (O2-), radical hydroxyle (OH)) et le systéeme
antioxydant enzymatique telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et le
glutathion peroxydase (GPx) et non enzymatique tel que le glutathion réduit (GSH)et les
vitamines. (Sudha et Vinayagam, 2011 ; Carriére et al., 2006). 11 contribue a la pathogénése
de diverses maladies comme le cancer, le diabéte et les maladies inflammatoires. Les
antioxydants d’origine végétale sont d 'une grande importance pour lutter les maladies associées
au stress oxydatif (Kumar et al., 2013).

Oleander a une activité antioxydante considérable par plusieurs mecanismes due a la
présence des composés phénoliques et alcaloides (Germi et al., 2020 ;Achakzai et al., 2009).

Les flavonoides sont connus par leur activité antioxydante a mécanismes multiples (Devi et
al., 2012).

Germi et al. (2020) ont étudié la capacité antioxydante des extraits méthanoliques des feuilles

et des fleurs d ‘oleander par le test de DPPH). Les résultats ont montré que les extraits avaient
des activités antioxydantesimportantes grace a la présence desmétabolites secondaires qui sont
principalement des composés phénoliques (rutine, catéchine, quercétine ...) (Germi et al.,
2020).
Des études in vivo ont révélé que I’extrait méthanolique des fleurs d’oleander possédent des
effets hépato-protecteurs par l'inhibition de la peroxydation lipidique (Kumar et Ghanshyam,
2012) et l'augmentation du niveau de la superoxyde dismutase indiquant ainsi une réparation
du systeme de défense antioxydant (Gangwar et al., 2020).

Des études récentes rapportent aussi que | 'huile essentielle d’oleander possede une activité
antioxydante significative par rapport aux antioxydants synthétiques (Esmail et al., 2022) tel
que I'nydroxyanisole butylé (BHA) et butylhydroxytoluene (BHT) qui sont couramment utilisés

dans les aliments transformés et ils possedent des effets secondaires (Mohadjerani., 2012).

]
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3.5. Activité anti diabétique

Des travaux de Wafyet Yassin (2007) ont comparé entre I’activité antidiabétique de I’extrait
des feuilles de N. oleander avec celle d’un médicament synthétique sulfonylure glimépirides
sur des rats diabétiques insulinodépendant. L’extrait d’oleander in vivo pourrait agir sur les
cellules B des ilots pancréatiques pour induire la sécrétion d’insuline (Wafy et Yassin, 2007 ;
Dey et al., 2014). L’extrait a amélioré également les niveaux de glucose dans le sang par
inhibition de P’enzyme amylase afin de bloquer la dégradation des glucides et retarder
I’absorption intestinale (Dey et al., 2014). L’extrait d’oleander a amélioré également les
activités des enzymes hépatiques par I’inhibition de deux enzymes primaires du catabolisme
des glucide complexe et le ralentissement de la décomposition des glucides en monosaccaride
et la diminution de I’absorption du glucose (Dey et al., 2014).

D’autre étude sur les rats insulinorésistants ou non insulino-dépendant (diabéte type 2) ont
montré que oleander augmente la sensibilité des tissus a I’insuline et diminue le taux de
I’insuline (Levent Bas et al., 2012).
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1.Matériel et méthodes
1.1. Matériel végétal

Afin de comparer la composition et la bioactivité des fleurs dans les différents stades de
développement, ce travail a eté réalisé sur les fleurs et les bourgeons de Nerium oleander. Ces
derniers ont été récoltées en mois d’Avril et Mai 2023 de la région I’Aouana a la Wilaya de

Jijel, Algérie.

1.2. Matériel Animal

Les expérimentations animales ont été réalisées sur des souris males et femelles NMRI albinos
provenant de I’institut pasteur d’Alger. Les animaux ont été logés dans des cages et maintenus
dans des conditions standard a température ambiante avec accés libre a I’eau et la
nourriture. Les animaux ayant un poids moyen de 36.31 g. Tous les animaux ont été autorisés
a s'acclimater aux conditions de I’animalerie pendant sept jours avant la réalisation des

expérimentations.

2.Etude phytochimique

2-1. Préparation du matériel végétale

Aprés récolte, les fleurs et les bourgeons d’oleander ont été lavées avec 1’eau de robinet et
séchées a Iair libre et a ’abri pour préserver au maximum I’intégrité des composés.

Les fleurs et les bourgeons ont été placées dans I’étuve a température de 50c® pendant 48h. Les
fleurs et les bourgeons d’oleander ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a

I’obtention d’une poudre et conservée a I’obscurité dans des boites en verre pour utilisation

ultérieure. (Figure 3)

Figure 3 : Préparation du matériel végétal.
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2.2- Préparation des extraits de la plante

Les extraits obtenus a partir de la poudre d’oleander ont été préparés selon les procédés

classiques de préparation d’extraits utilisant : la décoction et la macération (Bentabet et al.,
2014).

2.2-1 Préparation de P’extrait aqueux

La décoction a été effectuée selon la méthode décrite par (Dehpeur et al., 2012) avec
modification. 10g de poudre des fleurs ou des bourgeons d’oleander ont été mélangées
séparément avec 400ml d’eau distillé, puis bouillé sur la plaque chauffant pendant 4 heure a
150C°. Le mélange a été filtré par le papier filtre et le filtrat a été récupéré et concentré sur la
paque chauffante. Le résidu sec obtenu a été pesé et conservé dans des boites en verre jusqu’a

utilisation ultérieure.

2.2_2 Préparation de I’extrait méthanolique

La macération a été réalisé selon la méthode de (Budi¢-Leto et al., 2005) avec modification.
1.5 g des bourgeons ont été macérés dans 50ml de méthanol avec agitation pendant 24h a
température ambiante. Le mélange a été filtré et le filtrat récupéré a été évaporé sous vide ; Le

résidu obtenu a été pesé et conservé dans des boites en verre jusqu’a utilisation ultérieure.

2.2-3 Détermination du rendement d'extraction

Le rendement des différentes extractions est exprimé en pourcentage massique d’extrait par

rapport a la quantité de matiere séche utilisée selon I’équation :

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement des extraits.
M1 : Masse de I’extrait sec obtenu exprimée en g.

MO : Masse initiale de la poudre séche exprimée en g.
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3. Caractérisation phytochimique
3.1. Dosage des polyphénols

La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin - Ciocalteu. Ce dernier est constitue
par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique
(HsPMo12040). 11 est réduit lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne (Khadhri et al., 2013). La coloration produite dont ’absorption
maximale est comprise entre 725 et 765nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénol
présente dans les extraits végetaux (Arous., 2012).

Le dosage des polyphénols a été effectué par la méthode de (Singleton et al., 1999) avec
modification. 50ul de chaque extrait ont été ajoutés a un mélange de 250 ul de réactif Folin-
Ciocalteu (10%Folin dilué dans 1’ecau distillée) et incubés pendant 15 min & température
ambiante, aprés 0,8 ml de carbonate sodium (Na2CO3 a 7 %) et 3ml de H20 ont été ajoutés et
incubés a’ambre de la lumiére pendant 30 min. La densité optique a été mesurée a la longueur
d’onde 765nm. La concentration des extraits en polyphénols a été déduitea partir d 'une courbe
d’étalonnage préparée dansles mémes conditions en utilisant ’acide gallique comme standard

au concentrations (1 ; 0,5;0,25 ;0,125 ; 0,063 ; 0,031 mg/ml).

3. 2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué selon la méthode de (Djeridane et al., 2006) avec
modification. La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium (AICI3) et les atomes
d’oxygene présentes sur les carbones 4 et 5 des flavonoides, qui développent une coloration
jaune (Rachidi et al., 2018). (Figure 4)

Le milieu réactionnel contient 0,5 ml de chaque extrait ou de la quercétine comme un
standard et 0,5 ml de Alcls. Aprés une heure d’incubation a 1’obscurité, ’absorbance a été
mesuré par spectrometre a longueur d’onde 420 nm. La concentration des extraits en
flavonoides a ¢été déduite a partir d’une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes
conditions en utilisant la quercétine comme standard aux concentration (1 ;
0,5;0,25;0,125 ;0,063 ;0,031 mg/ml).

j
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Figure 4 : Dosage des flavanoides des différentes extraits.

3.3. Dosage des alcaloides

Le dosage des alcaloides a été réalisé selon la méthode de (Duriket al., 1950) avec
modification. Afinde doser les alcaloides, 0,3 ml de chaque extrait ont été ajouté a 2 .5 ml de
tampon phosphate (PH=5.2) et 2.5 ml de violet de bromocresol (20 mM) et incubés pendant
30 min. Une extraction successive de la phase organique du mélange a été réalisée par le
chloroforme. A cette phase 3 ml de NaOH 0.1 M ont été ajoutés et incubés pendant 1 heure.
(Figure 5)

Cette fois ci la phase aqueuse de couleur violete contenant le complexe alcaloide/pourpre de
bromocresol a été récupérée pour mesurer ’absorbance a la longueur d’onde 470 nm.

La concentration des extraits en alcaloides a été déduite a partir d’une courbe d’étalonnage
préparée dans les mémes conditions en utilisant la nicotine comme standard aux concentrations
(1;0,5;0,25; 0,125 ;0,063 ;0,031 mg/ml).

Figure 5 : Dosages des alcaloides des différents extraits.
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4. Etude des activités d’oleander in vitro

4.1. Test de la capacité antioxydante totale : (Test de réduction de molybdate
d’amoniume)

Ce test est basé sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d'ions molybdate
Mo0O42- & molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence d’un agent antioxydant. Cette réduction se
manifeste par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V) a un pH acide (Prieto
etal., 1999).

Bref, un volume de 0,1 ml de chaque extrait méthanolique a différentes concentrations (1 ;
0,5;0,25; 0,125; 0,063 ; 0,031 mg/ml) ou de I’acide ascorbique comme référence ont été
mélangé avec 0,9 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 dans le bain marie
pendant 90 min & 95C°. Apres le refroidissement des tubes, I’absorbance a été mesuré a 765
nm.

Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de concentrations. A partir des courbes
obtenus les concentrations correspondantes a 1’absorbance 0,50 pour I’acide ascorbique et les
différents extraits ont été également calculées.
4.2. Test de DPPH

Cette méthode consiste a mesurer I’activité antiradicalaire par la technique de piégeage du
radical DPPH (2,2’-Diphényl-1- picrylhydrazyl). Le DPPH est un radical libre stable soluble
dans le méthanol (ou éthanol). D’une couleur violette intense, il présente un maximum
d’absorbance a 517 nm. Lorsqu’une molécule antioxydante réduit le radical DPPH, la couleur
violette disparait rapidement pour donner une couleur jaune pale (Bohui et al., 2018).

DPPH+AH= DPPH-H+
Le DPPH a été dissous dans 1’éthanol avec agitation pendant 4h a I’ombre.
50 pl de chaque extrait ou de I’acide ascorbique comme standard a différentes concentrations
(1000,500,250,125,63,31 ug/ml) ont été ajoutés a 0,45ml de DPPH et incubés pendant 45 min
a I’ombre. La mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d’onde 517 nm Brand
et al., (1995). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculé suite a la

diminution de I’intensité de la coloration du mélange selon 1’équation :

Pl = (DO Blanc — DO extrait / DO Blanc) *100

j
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P1 : pourcentage d’inhibition (ou CI150)

DO blanc : absorbance de DPPH seul.

DO extrait : absorbance de DPPH avec I’extrait.
4.3. Détermination de Pactivité chélatrice du fer

La ferrozine forme avec le fer libre présent dans un milieu réactionnel un complexe ferrozine-
Fe2+ de couleur violette intense. Donc plus la coloration de la solution contenant l'extrait testé
est claire, plus le pouvoir chélateur de I'extrait est important. (Khadari et al., 2013)

Selon le protocole effectué par (Dinis et al., 1994) avec modification, un volume de 100yl
des extraits ou de FEDTA comme référence ont été ajoutés a 20l de FeSO4 (4mg/ml) et 20ul
de ferrozine (Img/ml). Le volume a été complétés par le tampon phosphate (100mM, pH 5.4)
jusqu’a 1,5ml. Aprés incubation 1h a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée

immédiatement a 562 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

4.4. Test d’inhibition de la trypsine

La capacité des extraits a inhibé D’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 0.1 ml de différents extraits ou de I’acide salicylique et mélangé avec 0,2 ml de
tampon phosphate (pH 9) et 2.5 ml de la trypsine a la concentration de 1mg/ml. Le mélange
réactionnel a été incubé pendant 15 min a 37C°. A la fin de I’incubation, 0,4 ml de la caséine
(0.25g diluée dans 25 ml de tampon phosphate et incubée préalablement a 100C° pendant
90min), ont été ajoutés et incubés une deuxiéme fois pendant une heure a 37C°. A la fin de
I’incubation 0.2 ml de TCA 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange a été
centrifugé pendant 20 min a 16000g pour faire précipiter les grandes molécules. La DO du
surnageant contenant seulement les acides aminés a été mesurée par le spectrophotometre a
280nm.

% Activité d’inhibition = (Densité optique de control - Densité optique de
I’échantillon/ Densité optique de control) X 100
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5. Etude de Pactivité d’oleander in vivo

5.1. Activité anti-inflammatoire

5.1.1. Protocol expérimental

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire d’oleander a été réalisée sur le modéle de

I’;edéme de patte induit par injection de la caragénin chez les souris (Shafiq et al., 2015).

(Figure 6)

Des souris males (n=15) ont été divisées en 3 lots de cinq souris par cage (groupes 1 témoin
regoit de I’eau, groupe 2 traité avec diclofénac a la dose de 50mg/kg et groupe 3 traité avec
I’extrait des bourgeons aqueux a la dose de 100mg/kg par gavage oral). Apres 30 min de gavage,
les trois groupes ont été injectés par 50 pl de caragénin par voie sous cutané sous le coussinet
plantaire de la patte arriére droite de la souris. L’cedéme induit par cet agent sera traduit en
volume et mesuré par un pied de coulisse a affichage électronique, ce qui permet de suivre

I’évolution du processus inflammatoire qui est déterminé a 0 h (avant injection de caragénin)

et aprés chaque 30 min. Le volume de la pate a été mesuré jusqu’a trois heures.

(A) (B) (&)

Figure 6 : Evaluation de I’activité anti inflammatoire de N. oleander chez les souris.
(A) : Administration de I’extrait et de diclofénac par gavage oral. (B) : la mesure de I'eedéme par le
pied de coulisse. (C) : Injection de caragénin par voie sous cutanée.

Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation a été calculé selon I’équation :

%d'inhibition d’inflammation=[(Vt-VO0) témoin_(Vt-VO0) traité)] *100/(Vt_VO0) témoin

3
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Le pourcentage d’augmentation de I’inflammation a été calculé selon 1’équation :

%=((Vt-V0) /V0) *100

Vt: Volume de la pate a différent temps.

VO : Volume de la pate a temps 0, avant I’injection de la caragenine.
5.2. Activité hypoglycémiante
Test de Tolérance au glucose chez les souris

Des souris males sains et adultes ont été mises a jeun pendant 16 heures. Les souris ont été
divisées en 3 lots : Les souris de groupe témoin (T-) ont regu 0,3ml de I’eau physiologique. Le
groupe (GLR) a recu 10mg/kg de médicament hypoglycémiant Glurenor. Le groupe (EXT) a
regu 100mg/kg de I’extrait des bourgeons par voie orale. Apres 30 min de I’administration de
I’extrait ou de médicament, les trois groupes de I’étude ont recu une dose de charge de glucose
(4g/kg) par voie orale. La glycémie a jeun, aprés 30 min de ’administration de I’extrait ou le
médicament et chaque 30 min aprés ’administration de glucose a été mesurée a I’aide de
glucometre (Vital CheK) (Jagannathan et al., 2020). (Figure 7)

Figure 7 : Mesure de la glycémie par glucometre (Vital CheK) .
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5.3. Effet curatif et préventif de I’extrait des bourgeons sur la toxicité

induite par le bichromate de potassium sur le foie et les reins

5.3.1. Induction de la toxicité

Des souris femelles sains et adultes ont été divisées en 3 lots (n=5) : Les souris de groupe
témoin (T-) ont recu 100 pl de I’eau physiologique par voie sous cutanée. La toxicité a été
provoqué chez les deux groupes qui restent par le bichromate de potassium administré par voie
sous cutanée a la dose de 25mg/kg (Figure 8). Apreés 3 jours de I’administration de bichromate
de potassium, pour évaluer I’effet curatif de I’extrait aqueux des bourgeons, un des deux
groupes a été traité par I’extrait des bourgeons a la dose de 100 mg/kg pendant 07 jours (groupe
EXT’), lautre groupe était considéré comme témoins de la néphrotoxicité ou

hépatotoxicité(T+).

Pour évaluer I’effet préventif de ’extrait, deux autres groupes des souris femelles (n=5) ont
regu deux injections de bichromate de potassium (15mg/kg) a I'intervalle de 3jours entre les
deuxinjections. Un desdeux groupes a ¢été traité par I’extrait aqueux desbourgeons (100mg/kg)
a partir de premier jour de la premiére injection de bichromate de potassium pendant 07 jours
(groupe EXT), le deuxieme groupe était considéré comme témoins + (T+) (Salama et al.,
2022).

Figure 8 : Induction de la toxicité par administration de
bichromate de potassium par voie sous cutanée.
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5.3.2. Sacrifice et Dissection

A lafin de la période du traitement, les souris femelles ont été sacrifiées le matin a jeun.
Apres le sacrifice, la dissection des souris femelles a été effectué immédiatement pour
prélever le foie et les reins (Figure 9). Ces organes ont été conservés a -20 C° jusqu’a
utilisation ultérieure.

Figure 9 : Dissection et prélevement des organes.

5.3.3. Préparation de la fraction cytosolique de foie et des reins

La préparation de la fraction cytosolique a été effectuée selon la méthode de (Sanmugapriya
et Venkataraman, 2006). Le foie et les reins ont été rincés avec le tampon phosphate
(pH=7,4), ensuite 500mg de foie et 100mg de reins ont é&té homogénéisés en ajoutant 5ml de
tampons phosphate contenant de KCI (1.17%), puis I’homogénat a été centrifugé a 70009

pendant 15 min. Le surnageant ainsi obtenu a été récupéré puis conservé a —32°C jusqu’a
utilisation ultérieure.

5.3.4. Evaluation de la peroxydation lipidique

Le stress oxydant peut-étre évalué par la mesure du produit terminal de la peroxydation
lipidique, le malondialdehyde (MDA). Ce biomarqueur constitue une méthode de mesure
simple du la peroxydation lipidique, il réagit avec le TBA (l'acide 2-thiobrbiturique), générant

un adduit rouge et fluorescent (Janero., 1990) selon la reaction:

2-Thiobarbituric Acid + MDA — MDA-TBA Adduct

j
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Le milieu réactionnel a été constitué de 0,6 ml TBA 0,125% (préparé dans le TCA 10% et Hcl
0,5%) ajouté a 0,3 ml de I’lhomogenat et 0,2 ml de tampon phosphate (pH =7,4). Aprés
incubation pendant une heure dans le bain marie a température 100 C°, le mélange a été refroidi
et centrifugé a 4000g pendant 10min. La mesure de la densité optique du surnageant récupéré
a été effectuée a la longueur d’onde 532 nm. La concentration de MDA dans les échantillons a

été déduite a partir de facteur d’extinction de 'MDA-TBA selon I’équation :

MDA=D0Ox10/1.56

5.3.5. Dosage du GSH

Le principe de ce test repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-nitro 5-
mercapturique, produit de couleur jaune mesurable a la longueur 412nm. Ce dernier résulte de
la réduction de l'acide 5.5-dithio-bis-2- nitrobenzoique (DTNB) (réactif d'Ellman) par les
groupements (-SH) du glutathion (GSH) (Ellman, 1959).

R-SH + DTNB —R-TNB + TNB

Le milieu réactionnel a été constitué de 300 pl d’homogénat et 100 pl de TCA (10%) et incubé
pendant 15min. Apres incubation, 100 ul de surnageant ont été ajouté a 250 pl de DTNB
(0,6mM) et 600 ul de tampon phosphate et incubés pendant 30 min. La mesure de densité
optique a été effectuée a la longueur d’onde 412 nm. Le GSH a été utilis¢é comme standard a
différente concentrations (100 ;70 ;50 ;30 ;20 ;10 pg/ml) préparés dans les mémes conditions

pour tracer la courbe d’étalonnage.
5.3.6. Quantification des protéines

Les protéines ont été quantifiées par la méthode de Bradford (Bradford, 1976).
La concentration des protéines a été¢ déduite a partir d’une courbe d’étalonnage préparée dans
les mémes conditions en utilisant le BSA comme standard a différentes concentrations (0,2 ;

0,155 ; 0,075 pg/ml). La mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d’onde 595
nm.

j
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Etude statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne + I’écart-type (SD). L’analyse
statistique des moyennes a été réalisée a I’aide dutest del’analyse de la variance ANOV A suivi
par une multi comparaison -tukey- par rapport au groupe deréférence. Le degréde signification
a été déterminé a (P<0,05). Les logiciels Excel et Graph Pad ont été utilisés pour la réalisation

des différentes calcules et tests statistiques.




Résultats et discussion
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Les valeurs obtenues du rendement des différents extraits sont présentées dans le tableau (6).

Tableau 6 : Rendement de différentes méthodes d’extraction des feuilles et des bourgeons

d’oleander.
Masse initial séché | Masse finale d’extraitsec (en
Rendement %
(en gramme) gramme)
10 2,2 22%
Fleurs aqueux
10 0,99 9,9%
Aqgueux
Bourgeons
, . 1,5 0,03 2,5%
Methanoliques

La préparation de I’extrait des fleurs aqueux a donné un rendement de I’ordre de 2,2 g, ce qui

correspond a un pourcentage de 22% de la matiére séche dedépart. D’autre part I’extrait aqueux

et méthanoliques des bourgeons ont présenté des rendements largement inférieurs a celui des

fleurs et qui correspondent a 9 ,9% et 2,5% respectivement.

2.Teneurs en polyphénols totaux

Les concentrations en polyphénols des différents extraits sont exprimés en microgramme

d’équivalent d’acide gallique par un milligramme de I’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Tableau

7.

Tableau 7 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits d’oleander.

Les extrait Polyphénols totaux en ug EAG/mg d’extrait
Bourgeons aqueux 121,23 + 5,06

Fleurs aqueux 106,95+4,05

Bourgeons méthanoliques 130,74 +6,78
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La concentration la plus ¢levée des polyphénols a été enregistré dans I’extrait méthanoliques
d’oleander avec un taux de (130,74+6,78 pg EAG/mg), suivi par la concentration de I’extrait
des bourgeons aqueux (121,23+ 5,06 ug EAG/mg), tandis que I’extrait des fleurs aqueux a
présenté un taux relativement faible (106,95+4,05 ug EAG/mg).

3.Teneurs en flavonoides totaux
Les concentrations en flavonoides des différents extraits sont exprimés en microgramme
d’équivalent de la quercitine par un milligramme de ’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Tableau 8)

Tableau 8 : Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits d’oleander.

Les extrait Flavonoides totaux en ug EQ/mg d’extrait
Bourgeons aqueux 33,74 +£0,43
Fleurs aqueux 29,82+ 0,07
Bourgeons méthanoliques 64,14+ 1,31

La concentration la plus élevée des flavonoides a été enregistrée dans ’extrait méthanolique
d’oleander avec un taux de (64,147+ 1,312 pug EQ/mg), suivi par la concentration de I’extrait
des bourgeons aqueux (33,744 + 0,431 pug EQ/mg), tandis que I’extrait des fleurs aqueux a
présenté un taux relativement faible (29,824+ 0,075 ug EQ/mg).

4. Teneurs en alcaloides totaux

Les concentrations en alcaloides des différents extraits sont exprimés en microgramme
d’équivalent de la nicotine par un milligramme de ’extrait (ug Enico/mg d’extrait) (Tableau
9).
Tableau 9 : Teneurs en alcaloides totaux dans les différents extraits d’oleander.

Les extraites Alcaloides totaux en pug Enico/mg d’extrait
Bourgeons aqueux 21,26+ 0,12

Fleurs aqueux 21,46%0,23

Bourgeons méthanoliques 21,43+0,37
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Le tableau (9) présente la teneur en alcaloide totaux des différents extraits. On note que les
différentsextraits étudiésont présenté desconcentrations similaires en alcaloides qui varie entre
21,26+ 0,12 et 21,4620,23 pg Enico/mg.

5. Etude de P’activité d’oleander in vitro
5.1. Capacité antioxydante totale

On a mesuré l’augmentation de la coloration du complexe molybdéne (VI) en présence
d’antioxydant.

Tableau 10 : La capacité antioxydante totale qui correspondent I’absorbance a 0,5 nm.

_ [C]xEcart type (ug/ml) qui correspondent a
Les échantillons
DO=0,5nm
Acide ascorbique 120,23+ 0,65
Bourgeons aqueux 797,50+ 0,019
Fleurs aqueux 557,13+ 0,005
Bourgeons méthanoliques 862,16 + 0,013
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D’aprés les résultats obtenus dans le tableau (10), la capacité antioxydante total de ’acide
ascorbique atteignait 1’absorbance 0,5nm a la concentration de (120,23+ 0,65ug/ml). On
remarque que les extraits ont présenté des différents niveaux d'activité de maniére concentration
dépendante mais largement inférieur a I’activité de ’acide ascorbique ; I’extrait des fleurs
aqueux atteignait I’absorbance 0,5 a la concentration de (557,13+ 0,005ug/ml), tandis que les
I’extrait des bourgeons aqueux et méthanolique ont accédé cette absorbance aux concentration

(797,50£0,019ug/ml), (862,16 £0,013ug/ml) respectivement.

capacité antioxydante total

10
-o- standard(A.ascorbique)

8- BA
(<)
%6— - FA
Qo -+ BM
3 4-
Q0
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2_
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0 500 1000 1500
Concentration en ug/ml

Figure 10 : Capacité antioxydante total de référence et des
extraits testé a différentes concentrations.

5.2. Test de réduction du radical DPPH

Les valeurs de pourcentage de pouvoir antiradicalaire de DPPH par I’extrait des fleurs aqueux,
bourgeons aqueux et méthanoliques, et I’acide ascorbique comme standard a différentes
concentrations sont présentées dans le tableau (11). Nous avons déterminé également pour

chaque extrait, la concentration nécessaire pour reduire 50% du radical libore DPPH (EC50).
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Tableau 11 : Le pouvoir antioxydant (exprimé par EC50en ug /ml) de références et des extraits.

Les échantillons

EC50+ Ecart type (En pug /ml)

Acide ascorbique 45,67+4,80

Bourgeons aqueux 184,14+1,10
Fleurs aqueux 216,44+1,56
Bourgeons méthanoliques 262,88 £1,87

Comme figurant dans le tableau ci—dessus I’antioxydant standard (acide ascorbique) a montré

une activité antioxydante puissante avec une EC50 de ’ordre de (45,67+4,80ug/ml) par rapport

aux extraits.

Les trois extraits d’oleander ont présenté une activité considérable de réduction de DPPH. A

la concentration 1mg/ml, I’extrait aqueux des bourgeons semble étre le plus actif parmi les

extraits étudiés avec une EC50 de ’ordre de (184,14+1,10ug/ml), cependant cette valeur est

largement faible par rapport a ’EC50 del’acide ascorbique (45,67+4,80ug/ml). Les deux autres

extraits fleurs aqueux et les bourgeons méthanoliques ont montré une faible activité anti-

radicalaire avec (216,44+1,56ug/ml) et (262,88+1,87ug/ml) respectivement.

2 TEST DE DPPH
S
B
S 100 —
85 14
(3}
=] 1
a) f
E? 50
<
(<3}
o
)
o
o 0
(0] 500 1000

—— STANDARD(A.ascorbique)

—=— BA
—— BE
-—— FA

1500

Concentration en ug/ml

Figure 11 : Pourcentage de réduction du radical libre DPPH par I’extrait des fleurs, bourgeons

aqueux et bourgeons méthanoliques a différentes concentrations.
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5.3. Activité chélatrice du fer

A la concentration 1mg /ml tous les extraits testés de N. oleander, n’ont exprimé aucune
activité de chélation de fer alors que ’EDTA a la méme concentration a présenté une activité

de 100%.

5.4. Test d’inhibition de la trypsine

Les pourcentages d’inhibition de I’activité de la trypsine par les différents extraits d’oleander

a la concentration 1000ug/ml et 500ug/ml sont présentes dans la figure (12) :

Pourcentage d’inhibition de I'activité de la trypsine

150-
EE BA

8 FA
= BM
3= STNDARD(acide salicylique)

100

504

i | B

| —
50 100 50 100 50 100 50 100

Pourcentage(%)d’inhibition de trypsine

Groupes

Figure 12 : Pourcentage d’inhibition d’activité de la trypsine par les différents extraits
des fleurs et bourgeons aqueux, bourgeons méthanoliques a différentes concentrations
50pg/ml 100pg/ml.

Les résultats montrent que la concentration de 100ug/ml a exercé une meilleure inhibition de
la trypsine par rapport a la concentration de 50ug/ml. On constate que les trois extraits FA, BA
et BM possédent un effet inhibiteur de la trypsine concentration dépendant. Cet effet est
similaire a celui de I’acide salicylique pour les extraits FA et BM (P>0.05). Par contre les
bourgeons aqueux ont exercé un effet inhibiteur de la trypsine tres hautement significatif
(p<0.0001) par rapport a celui de standard et des extraits BM et FA ou on a constaté une activité
inhibitrice de 100% a la concentration 100ug/ml par rapport a (89,62%) ;(70,56%)
:(47,54%) pour I’acide salicylique et les extraits FA et BM respectivement.
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6. Etude de Pactivité d’oleander in vivo
6.1. Activité antiinflammatoire

Les valeurs de pourcentage d’inhibition de I’inflammation et le pourcentage d’augmentation
de I'inflammation des souris par 1’extrait desbourgeons aqueux et diclofénac sont exprimés par
les moyennes et I’écart types. Les résultats obtenus ont été graphiquement représentés dans la
figure (13).
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Figure 13 : Pourcentage d’augmentation d’inflammation et poucentage d’inhibition d’inflammation
chez les souris. (A) : Pourcentage d’augmentation d’inflammation chez les souris témoins et traités par
I’extrait BA ou diclofénac. (B) : Pourcentage d’inhibition d’inflammation chez les souris par I’extrait
BA et diclofénac. (C) : Volume de la pate apres 3-¢me heure de traitement par I’extrait et diclofénac.
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Les résultats dans la figure (13) : (A) montrent que I’cedéme induit par la caragénin (T+)
augmente progressivement avec le temps et atteint une valeur maximale (51,10+2,64) au bout
de 1h et reste augmenté par rapport aux lots traités tandis que I’cedéme chez le groupe diclofénac
et le groupe bourgeons aqueux ont atteint une valeur maximale réduite par rapportau T+,
(28,91+4,87) ;(31,57+5,23) respectivement. Diclofénac a entrainé une diminution consideérable
duvolume de la patte dessouris a partir delh 30 min par rapport aux témoins + suivi par I’extrait
aqueux des bourgeons qui a entrainé aussi une diminution de volume de la patte des souris a

partir delh 30 min. Cependant son effet était significativement inférieur a celui de diclofénac
(P<0,05).

D’aprés les résultats obtenus dans la figure (B), le pourcentage maximal d'inhibition de
l'inflammation se situe a la 3éme heure pour le diclofénac (87,66+4,79) et pour I’extrait BA
(51,97+11,66). La figure (C) montre que I’cedéme chez les souris témoins (T+) apres la 3¢émé
heures est plus volumineux (3,62+ 0,028) par rapport aux groupes des souris traitées par
diclofénac ou I’extrait. (2,845+0,035) ;(3,206+0,0752) respectivement (P<0,05).

6.2. Activité hypoglycémiante
Tolérance au glucose

Les valeurs de la glycémie des souris témoins négative, souris traitées par ’extrait des
bourgeons aqueux et traitées par le médicament (GLR) sont exprimés par les moyennes et
I’écart types (1,17%0,11), (1,452+0,09) et (1,59+0,33) pour le médicament, I’extrait et le T (-)

respectivement, les résultats obtenus ont été graphiquement représentés dans la figure (14).
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Figure 14 : Tolérance au glucose chez les souris traitées par ’extrait des
bourgeons aqueux et traitées par le médicament (GLR) pendant 2 heures.
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Chezle lot T (-) la glycémie augmentait de fagonrapide jusqu’a atteindreun pic de (3,12+0,73).
Chez le lot traité par I’extrait des bourgeons ont engendré un pic significativement réduita 30
minute par rapport aux T (-) (P<0,0001). Apres 2 heures d’administration, la glycémie a établi

sa norme chez les trois lots (1,17+0,11), (1,452+0,09) et (1,59+0,33) pour le médicament,
I’extrait et le T (—) respectivement.

6.3. Activité de D’extrait des bourgeons sur la toxicité induite par le

bichromate de potassium sur le foie et les reins
6.3.1. Peroxydation lipidique

a-Peroxydation lipidique de foie
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Figure 15 : Concentrations de MDA dans le foie. (A) Modéle curatif (B)
Modele préventif.

Dans le model curatif, d’aprés les résultats obtenus dans la figure (15) on constate que le
traitement par EXT” a diminué le taux MDA (0,08+0,01), par rapport au T (-) (P>0,05). Alors
que la concentration de MDA de groupe T’(+) est significativement plus élevée par rapport a

la valeur normale de MDA chez le groupe T(-) (0,21+0,02) et (0,06 £0,01) respectivement, (p
<0,0001).

Dans le model préventif, le traitement par EXT a diminué également le taux de peroxydation,

mais d’une fagon statistiquement non significative par rapport au T+ (0,16+ 0,08 ; 0,19+ 0,04)

j

respectivement (P>0,05).
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b-La peroxydation lipidique des reins
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Figure 16 : Concentrations de MDA dans les reins. (A) Modéle curatif
(B) Modéle préventif.

Dans le model curatif, d’apreés les résultats obtenus dans la figure (16) on constate que la valeurs
des concentrations de MDA sont similaires chez les trois groupes et est non significativement
différent pour les groupes T (-), T'(+) et EXT (0,09+0,01) ;(0,09+0,02) ;(0,10+0,03)
respectivement (P>0,05), tandis que dans le model préventif, on constate également que la
valeur de concentration de MDA est significativement plus élevée chez le groupe T (+) par
rapport au groupe T-( 0,15+0,008) et (0,10£0,02) respectivement (p < 0,01). Le traitement par
EXT a diminué le taux de peroxydation mais d’une fagon statistiquement non significative par
rapport au T+ (0,12+0,02 ; 0,15+0,008) respectivement (P>0,05).
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6.3.2. Taux de GSH

a-Taux du GSH de foie

Figure 17 : Variation des taux du GSH cytosolique de foie. (A) Modele
curatif (B) Modele préventif.
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Le taux du GSH cytosolique chez le groupe EXT’ est normalis¢ (P>0.05) en comparaison avec

le groupe T-, par rapport au le groupe T’ (+) qui enregistre une diminution tres significative

(P<0.05).

De méme, dans le model préventif, on constate que le taux de GSH cytosolique chez le groupe
EXT et chez le groupe T (-) sont similaire (15,50+2,14) et (15,62+1,93) respectivement

(P>0.05), par rapport au groupe T(+) ou on a constaté une diminution significative (11,75+1,67)

(P<0.05).
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b-Taux de GSH des reins
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Figure 18 : Variation des taux du GSH cytosolique des reins.
(A) Modéle curatif (B) Modele préventif.
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Dans le model curatif, d’aprés les résultats obtenus dans la figure (18), I’étude statistique

montre que le taux de GSH cytosolique du groupe traité EXT’ et chez le groupe T (-) sont

similaires (11,44+1,05) ;( 11,31%£1,99) respectivement (P>0,05), par rapport au groupe T’(+)

qui enregistre une diminution significative (7,82t 0,46) (P<0,05).

De méme, dans le model préventif, on constate que le taux de GSH cytosolique chez le groupe
EXT et chez le groupe T (-) est significatif (8,96+0,57) ; (11,44+1,05) respectivement (P<0,05),
par rapport au groupe T (+) ou on a constaté une diminution significative (9,27+0,34) (P<0,05).
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Discussion

Le but de cette étude de réaliser un screening des activités biologiques des extraits des

bourgeons et des fleurs de Nerium oleander in vitro et in vivo.

Pour récupérer la plus grande quantité de substances a I’aide d’un volume donné de solvant
extractif (Abe et coll, 2010), les résultats obtenus montrent que le rendement de la décoction
est supérieur a celui de la macération. La macération est une méthode d’extraction de poudre
par la mise en contact avec le solvant pendant une durée définie avec une agitation a température
ambiante alors que la décoction est une méthode utilisée pour I'extraction des ingrédients
solubles dans I'eau et stables a la chaleur (Velavan, 2015). Dans des plusieurs études, il a été
rapporté que le rendement de la décoction est supérieur a celui de la macération (Konkon et
al., 2006 ; Velavan, 2015).

Nos résultats montrent aussi que le rendement de I’extrait aqueux des fleurs est supérieur a
celui enregistré dans I’extrait des bourgeons. Cette variabilité est probablement liée aux
différents stades de développement de la plante dont le stade floraison constitue le stade de

maturation le plus important dans lI'accumulation des métabolites (Mahmoudi et al., 2013).

La teneur en polyphénols et flavonoides obtenue dans cette étude pour 1’extrait méthanolique
détiennent les taux les plus élevés. Cela peut étre justifié par le fait que le méthanol est le solvant
le plus choisi pour extraire les composés phénoliques (Falleh et al., 2008). La concentration
des polyphénols et flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité des solvants
utilisés dans la préparation des extraits. La teneur élevée en polyphénols et flavonoides dans
I’extrait méthanolique est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants moins polaires
(Ghedadba et al., 2014).

Nos résultats indiquent aussi que I’extrait aqueux des bourgeons est plus concentré en
polyphénols et en flavonoides par rapport a I’extrait aqueux des fleurs. Ces résultats sont en
accord avec les résultats de Paris et Duret. (2014) qui ont rapporté dans leur étude que les
bourgeons sont plus riches en flavonoides par rapport aux fleurs (Paris et Duret, 2014).

Oleander est connue par sa richesse en alcaloides (Lemoine, 2004). Nos résultats montrent
que les extraits des fleurs et des bourgeons posseédent des quantités relativement faibles en
alcaloides. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Bakir et al. (2022) indiquant que

les alcaloides sont plus concentrés dans les feuilles que dans les fleurs (Bakir et al., 2022).
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Dans les tests antioxydants, les extraits ont présenté une activité antioxydante considérable ce
qui est enaccord avec les résultats de plusieurs auteurs (Luo et al., 2004 ; Germi et al., 2020).
Les polyphénols et les flavonoides sont bien connus comme antioxydants (Andzi et Tchouya,
2014). Plusieurs études ont rapporté une forte activité antioxydante de I’extrait méthanolique
d’oleander riche en polyphénols par rapport aux autres extraits (Gunes et al., 2017 ;

Ali, 2020). Par contre, nos résultats montrent que I’activité antiradicalaire de 1’extrait
méthanolique est faible par rapport & sa teneur en polyphénols. L’extrait méthanolique des
bourgeons, méme si sa teneur en composés phénoliques et en flavonoides était la plus élevée,
son activité antioxydante était la plus faible, ce résultat peut étre expliqué par le fait que
l'activité antioxydante n'est pas obligatoirement en relation avec les quantités des molécules
antioxydantes mais par la qualité et I'efficacité de ces molécules ; On suggere également que
I'effet antioxydant de la plante pourrait étre dd a une synergie entre les polyphénols et d'autres
composants (Radjah, 2020).

L’activité antiinflammatoire d’oleander est documentée (Mary et al., 2017). D’apres les
résultats, on constate que I’extrait aqueux des bourgeons posséde une forte activité
antiinflammatoire in vitro par rapport a ’extrait des fleurs comme indique sont effet inhibiteur
remarquable sur la trypsine. Cette derniére est une protéase impliquée dans I’activation de
I’inflammation locale par la dénaturation des protéines (Mary etal., 2017). In vivo on a constaté
que ’extrait aqueux des bourgeons a diminué considérablement I’inflammation induite par la
carragénine dans la patte de la souris. Shafig et al., (2015) ont montré aussi que I’extrait
éthanolique des fleurs possede une activité antiinflammatoire de maniere dose dépendante
contre I’cedéme de la patte des rats induit par la carragénine (Shafig et al., 2015). Diverses
études ont montré que la présence des alcaloides, les composés phénoliques et notamment les

flavonoides possedent une activité anti-inflammatoire importante (Ait el cadi, 2012).

Concernant le test de tolérance au glucose, les résultats obtenus témoignent de I’activité
hypoglycémiante de I’extrait des bourgeons aqueux d’oleander. Une étude réalisee par Dey et
al. (2015) a montré que I’extrait méthanolique des feuilles administré par voie orale a diminué
significativement le taux de glucose chez les rats diabétique (Dey et al., 2015). En effet,
oleander in vivo pourrait agir sur les cellules B desilots pancréatiques pour stimuler la sécrétion
d’insuline. Elle améliore également les niveaux de glucose dans le sang par inhibition de
I’enzyme amylase afin de bloquer la dégradationdes glucides et retarder ’absorption intestinale
(Wafy et Yassin, 2007).
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Le bichromate de potassium est un produit chimique hautement toxique (Neki et al., 2016).
Lushak et al. (2008) ont montré que le BP induit le stress oxydatif dans le foie et les reins
(Lushak et al., 2008). La dose néphrotoxique de BP entraine le développement d’une nécrose
tubulaire aigue réversible située en grand partie dans le tubule proximal contourné (Gumleton
et Nicholls, 1987). Parmi les Iésions rénales qui se développent ; I’élévation dutaux d’excrétion
urinaire de protéine, des enzymes et de la créatinine. Saidi et al. (2020) ont rapporté que le
traitement au BP se traduit par la réduction significative des capacité antioxydantes (GST,
Catalase, GSH) (Saidi et al., 2020) et ’augmentation de MDA (Hany et al., 2013) ; un
biomarqueur majeur de la peroxydation lipidique résultant de la dégradation des
hydroperoxydes formés au cours de la peroxydation des acides gras polyinsaturés
(Guichardant et al., 2006).

Dans ce travail on a confirmé que ’extrait aqueux des bourgeons d’oleandera diminué la
toxicité induite par le BP via I’atténuation du stress oxydatif induit par ce dernier. Les résultats
obtenus montrent que le stress oxydatif induit par le bichromate de potassium dans le foie et les
reins a été réduit par I’administration de I’extrait aqueux des bourgeons d’oleander. On a
remarqué une réduction de la peroxydation lipidique et une augmentation des niveaux de GSH
dans les deux mod¢les de traitement par I’extrait curatif et préventif.

Signal et Gupta, (2012) ont rapporté que le prétraitement des rats par I’extrait méthanolique
des fleurs d’oleander a diminué le niveau de MDA et a augmenté les niveaux des enzymes
antioxydant (Signal et Gupta, 2012). La prévention de taux de GSH dans le foie et les reins et
la diminution de la peroxydation lipidique sont liees probablement a I’activité antioxydante et

antiinflammatoire de I’extrait confirmé in vitro dans cette étude.
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Conclusion

Conclusion

Nerium oleander est une plante toxique mais employée en médecine traditionnelle pour le
traitement de nombreuses maladies et fait d’ailleurs partie de plusieurs pharmacopées locales.
L’objectif de cette étude et d’effectuer un screening des activités biologiques des extraits des
bourgeons et des fleurs de Nerium oleander in vitro et in vivo.

Les extraits des bourgeons et fleurs aqueux ont éte riche en composés phénolique et alcaloides
et ont présenté un pouvoir antioxydant et antiinflammatoire important in vitro. Cependant,
I’extrait des bourgeons a présenté était plus efficace que I’extrait des fleurs in vitro. Cela est lié
probablement a la composition particuliére des bourgeons par rapport a la composition des
fleurs.

In vivo, I'extrait des bourgeons a montré un effet hypoglycémiant et antiinflammatoire
importants et a atténué le stress oxydant induit par le bichromate de potassium dans le foie et

les reins.

L’¢tude approfondie des meécanismes d’action des trois activités antioxydante,
antiinflammatoire et hypoglycémiante desbourgeons de Nerium oleander semble prometteuse

pour développer une réponse globale de les bioactivité.
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Annex (1) : Une série des matériels du laboratoire, Appareillages et des réactifs chimiques

ont été utilisés pour la réalisation de ce travail de recherche.

1.Les appareils et les matériels de laboratoire utilises

Les appareils

Matériel de laboratoire

Rota vape Pipete et micro pipette
Bain marie Poire

Centrifugation Bécher

Vortex Fiole

Ph métre Eprouvette graduée
Etuve Tubes a essai et support
Hote Entonnoir

Balance Papier filtre
Spectromeétre Pissette

Broyeur électrique

Eau distillée et I’eau minérale

Agitateur et plague chauffante

Flacon

Glucometre

Les épandrofs

Les bandelettes urinaire

Les empeulles

Boite de pétré

La trousse de dissection

2.Produit utilisé

Les Produit

Ethanol (C:HsO)

Acide acétique (C2H402)

Methanol (CH3OH)

La solution de DPPH

Acide gallique (C7HgOs)

Réactif de Folin-ciocalteu

Chlorure de sodium (NacCl)

Hydroxyde de sodium (NaoH)

Chlorure d’aluminium (ALCLZ3)

L’acide nicotinique (CgHsNO3)

Bicarbonate de sodium (NaHCO3)

Molybdate d’ammonium

Violet de bromocrésol

Fercianide FeSO4

Chlorure de potassium (KCL)

Acide ascorbique (CeHgOs)

Chlorure de fer (FeCI3)

L’acide ammoniaque NH4OH

Acide sulfurique (H2SO4)

Acide chlorhydrique (HCI)




Annexes

La quercétine (C15H1007)

Tompan de phosphate (K2HPO4 et KH2PO4)

Chloroforme (CHCI3)

Dichromate de potassium

Trichloracétique acide

Thiobarbiturique acide

Glucose

BSA

Caragénin

DTMB

Annex (2) : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
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Annex (3) : Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Annex (4) : Courbe d'étalonnage de la nicotine.
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Annex (5) : Rendement des extraits d’extraits aqueux et les extraits méthanolique de plant

Nerium oleander.
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Annex (6) : Lamesure de volume de la pate des souris mal traité par diclofénac et par

extrait des bourgeons aqueux et le témoin pendant 2H30min.

BA
N TO
1 2,89
2 2,85
3 2,75
4 2,68
5 2,67
Moyenne 2,768
Diclofénac
N TO
1 2,8
2 2,65
3 2,69
4 2,79
Moyenne 2,7325
Témoin
N TO
1 2,68
2 2,75
3 2,63
4 2,76
5 2,72

2,708

30min

30min

30min

3,43
3,77
3,64
3,74
3,63
3,642

3,35
3,46
3,52
3,41
3,435

4,1
3,85
3,75
3,95
4,01

3,932

60min

60min

3,54
3,65
3,5
3,68
3,52
3,578

3,39
3,62
3,53
3,55

3,5225

60min

4,09
4,26
4,01
4,02
4,08
4,092

90min

90min

3,46
3,57
3,41
3,5
3,58
3,504

3,23
3,19
3,31
3,44

3,2925

90min

3,94
3,99
3,85
3,81
3,95
3,908

120min
3,19
3,48
3,24
3,21
3,33
3,29

120min
3,23
3,05
3,24
3,3
3,205

120min
3,73
3,69
3,6
3,63
3,64
3,658

150min
3,13
3,33
3,12
3,18
3,27
3,206

150min
2,91
2,85
2,79
2,83
2,845

150min
3,66
3,61
3,58
3,6
3,65
3,62
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Annexe (7) : Pourcentage d’augmentation d’inflammation chez les souris témoin et souris

traité par I’extrait BA et par diclofénac.

BA (%) Diclofénac (%) Témoin (%)
Omin 0 0 0
30min 31,5745,23 25,70 +4,88 45,19+3,98
60min 29,26+4,14 28,91 +4,87 51,10+2,64
90min 26,58+4,48 20,49 £2,65 44,31+2 52
120min 18,85+3,88 17,29 +2,068 35,08+2,33
150min 15,82+4,053 4,11 +1,69 33,67+2,29

Annexe (8) : Pourcentage d’inhibition d’inflammation par I’extrait BA et diclofénac.

Diclofénac (%)

BA (%)
Omin 0 0
30min 28,59+10,91 42.60 +9,59
60min 41,47+6,64 4291 +8.30
90min 38,66+8,6 53.33 6,25
120min 45,052+10,69 50,26 +6,052
150min 51,97+11,66 87,66 +4,79
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Annexe (9) : La glycémie des souris pendant 2 heures.

Témoin - Médicament Extrait
Omin @ 1,25£0,13 1,064+ 0,21
jeun) S 1,36+0,11 R
30min 3,12+0,73 2,22+0,18
1,63 0,33
60min 1,44+0,32 1,818+0,18
1,435 £0,12
90min 1,65+0,33 1,6+0,16
1,12 £0,065
120min 1,59+0,33 1,452+0,09
1,17 0,11
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Evaluation de la bioactivité des extraits des bourgeons de Nerium oleander in vivo et vitro.

Résumé

L’objectif de cette étude et d’effectuer un screening des activités biologiques des extraits des bourgeons et des
fleurs de Nerium oleander in vitro et in vivo.

La mesure des composés phénoliques et alcaloides des extraits a été effectué suivi par une évaluation des
différentes bioactivités, par I’estimation de la capacité antioxydante totale, la capacité de réduction du radical libre
DPPH, teste d’inhibition de la trypsine, I’inhibition de la peroxydation lipidique et évaluation de taux de GSH
cytosolique de foie et des reins. Les résultats obtenus prouvent que 1’extrait aqueux des bourgeons de Nerium
oleander est présenté une activité antioxydant considérable, une activité antiinflammatoire et de I’activité
hypoglycémiante.

Mots clés : Nerium oleander, I’activité antioxydant, bourgeons, polyphénoliques, alcaloides, DPPH, trypsine,
activité anti inflammatoire, GSH, I’activité¢ hypoglycémiante, peroxydation lipidigue.

Abstract
The aim of this study was to screen the biological activities of Nerium oleander bud and flower extracts in vitro

and in vivo.

Measurement of the phenolic and alkaloid compounds in the extracts was carried out, followed by evaluation of
the various bioactivities, by estimating total antioxidant capacity, DPPH free radical reduction capacity, trypsin
inhibition test, lipid peroxidation inhibition and evaluation of liver and kidney cytosolic GSH levels. The results
obtained demonstrate that the aqueous extract of Nerium oleander buds has considerable antioxidant, anti-
inflammatory and hypoglycemic activity.

Key words: Nerium oleander, antioxidant activity, buds, polyphenolics, alkaloids, DPPH, trypsin, anti-
inflammatory activity, GSH, hypoglycemic activity, lipid peroxidation.
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