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Résumé

Cette étude s’inscrit dans une logique de valorisation durable des sous-produits agricoles,
en particulier les écorces et feuilles du grenadier (Punica granatum L.), traditionnellement
utilisées en Algérie. L enquéte ethnopharmacologique, menée aupres de 138 participants issus
de plusieurs régions du pays, a confirmé la prééminence des herboristes dans la transmission
des savoirs sur les usages médicinaux de cette espece, reconnue pour ses propriétés anti-

inflammatoires, digestives et antidiarrhéiques.

Les analyses phytochimiques ont mis en évidence une forte teneur en polyphénols dans
I’extrait éthanolique des écorces (0,52 mg GAE/mL) et une extraction optimale des tanins par
I’eau (jusqu’a 70 mg TAE/mL dans les infusions). Ces résultats soulignent le potentiel de ces
résidus végétaux comme sources de molécules d’intérét pour les industries pharmaceutique et

agroalimentaire.

L’évaluation cytogénotoxique (test Allium cepa) a révélé des effets dose-dépendants :
stimulation modérée de la croissance racinaire pour I’infusion (5-10 mg/mL), indice mitotique
maximal (30 %) avec ’extrait aqueux a 1 mg/mL, et apparition de perturbations du cycle
cellulaire a doses plus élevées. Les extraits éthanoliques ont principalement induit des
phénomenes de stickiness et de micronoyaux, tandis que les extraits aqueux étaient associés a

des polyploidies, mais ces effets génotoxiques sont restés inférieurs a ceux du contrdle positif.

En conclusion, I’étude confirme la valeur des écorces et feuilles de grenadier comme
ressources renouvelables, a la fois pour la préservation des savoirs traditionnels et pour
I’extraction de composés bioactifs dans une optique de valorisation intégrée et d’économie
circulaire. Des recherches complémentaires sont nécessaires pour garantir une utilisation

sécuritaire de ces extraits.

Mots-clés
Punica granatum L., économie circulaire, valorisation, sous-produits agricoles,
ethnopharmacologie, phytochimie, cytotoxicité, génotoxicité, Allium cepa, composés bioactifs,

médecine traditionnelle.



Abstract

This study is situated within a framework of sustainable valorization of agricultural by-
products, focusing particularly on the peels and leaves of pomegranate (Punica granatum L.),
which are traditionally utilized in Algeria. An ethnopharmacological survey conducted among
138 participants from various regions of the country confirmed the predominant role of
herbalists in the transmission of knowledge regarding the medicinal uses of this species,
renowned for its anti-inflammatory, digestive, and antidiarrheal properties.

Phytochemical analyses revealed a high polyphenol content in the ethanolic extract of the peels
(0.52 mg GAE/mL) and optimal extraction of tannins by water (up to 70 mg TAE/mL in
infusions). These findings underscore the potential of these plant residues as sources of

bioactive molecules of interest for the pharmaceutical and agri-food industries.

The cytogenotoxic evaluation (Allium cepa test) demonstrated dose-dependent effects:
moderate stimulation of root growth with the infusion (5-10 mg/mL), a maximal mitotic index
(30%) with the aqueous extract at 1 mg/mL, and the emergence of cell cycle disturbances at
higher doses. Ethanolic extracts primarily induced phenomena such as stickiness and
micronuclei, whereas aqueous extracts were associated with increased polyploidy; however,

these genotoxic effects remained lower than those observed with the positive control.

In conclusion, this study confirms the value of pomegranate peels and leaves as renewable
resources, both for the preservation of traditional knowledge and for the extraction of bioactive
compounds within an integrated valorization and circular economy approach. Further research

is necessary to ensure the safe use of these extracts.

Keywords:
Punica granatum L., circular economy, valorization, agricultural by-products,
ethnopharmacology, phytochemistry, cytotoxicity, genotoxicity, Allium cepa, bioactive

compounds, traditional medicine.
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Liste des abréviations

P.granatum Punica granatum L

ADN Acide Désoxyribonucléique

IM Indice Mitotique

UV Ultrviolet

MMS Meéthane sulfonate de Méthyle

HCL Acide chlorhydrique

AC Aberration Chromosomique

ALCL3 Chlorure d’ Aluminium

NO  Oxyde nitrique

PGE-2Prostaglandine E2

IL-6 Interleukine 6

IL-8 Interleukine 8 (aussi appelée CXCLS8)
CXCL8 C-X-C Motif Chemokine Ligand 8 (= IL-8)
IL1A Interleukine 1 alpha

TNF Facteur de Nécrose Tumorale

LPS Lipopolysaccharide (endotoxine bactérienne)
RAW 264.7 Lignée de macrophages murins
Caco-2 Cellules humaines de I’épithélium intestinal
PPE Extrait de pelure de grenade

EA acide ellagique

GA  acide gallique
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Introduction

La valorisation des sous-produits végétaux issus de 1’agriculture et de 1’agroalimentaire
représente aujourd’hui un enjeu majeur tant sur le plan économique qu’environnemental. En
effet, les déchets agricoles constituent une source importante de pollution lorsqu’ils sont mal
gérés, mais peuvent également étre transformes en ressources précieuses grace a leur richesse
en composés bioactifs (Ramos et al., 2017). Parmi ces sous-produits peu exploités figurent
I’épicarpe et les feuilles du grenadier (Punica granatum L.), largement disponibles dans les
régions productrices de cette plante méditerranéenne, notamment en Algérie. Bien que la pulpe
et les graines soient largement utilisées pour leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques,
I’écorce externe du fruit (épicarpe) et les feuilles sont souvent éliminées comme déchets apres

la consommation ou la transformation industrielle du fruit (Stagos et al., 2020).

Cependant, des études récentes ont montré que ces parties de la plante renferment des
concentrations significatives de composés phénoliques, flavonoides, tanins hydrolysables et
autres métabolites secondaires dotés d’activités biologiques importantes telles que
I’antioxydante, I’anti-inflammatoire, I’antimicrobienne et méme I’anticancéreuse (Mandalari et
al., 2007). Malgré cela, les données scientifiques concernant ces tissus restent encore limitées,
particulierement pour les feuilles, ce qui entrave toute valorisation rationnelle de ces biomasses

souvent sous-exploitées.

En Algérie, Punica granatum est cultivé dans les différents étages bioclimatiques, allant
su sub-humide au semi-aride, voire 1’aride, ou il constitue une culture résiliente face aux
contraintes climatiques. Outre ses usages alimentaires, le grenadier jouit d’une place notable
dans la médecine traditionnelle populaire ou il est utilisé pour traiter diverses pathologies,
notamment les troubles digestifs, inflammatoires, infectieux et méme certains troubles
cardiovasculaires (Bellakhdar, 1997 ; Ghanmi et al., 2014). Cependant, ces savoirs empiriques
restent rarement documentés ou validés scientifiquement, ce qui souléve la nécessité de les
recenser avant qu’ils ne disparaissent avec 1’évolution des modes de vie et la perte progressive

des traditions orales.

Ainsi, la présente étude s’inscrit dans une démarche pluridisciplinaire visant a combler
les lacunes existantes concernant les propriétés ethnopharmacologiques, phytochimiques,
cytotoxiques et génotoxiques de I’épicarpe et des feuilles du grenadier (Punica granatum L.).
Elle se structure autour de trois axes principaux : (1) une enquéte ethnobotanique menée aupres

des populations vivant dans plusieurs régions d’ Algérie afin de dresser un inventaire des usages



traditionnels du grenadier, en particulier ceux liés a 1’épicarpe et aux feuilles, incluant les
méthodes de préparation, les modes d’administration ainsi que les effets secondaires percus,
dans une optique de sauvegarder un savoir ancestral risquant de disparaitre ; (2) une analyse
phytochimique approfondie basée sur des dosages spectrophotométriques des composes
phénoliques totaux, flavonoides totaux et tanins des extraits aqueux, hydroalcooliques et
obtenus par infusion — méthode la plus fréquemment citée lors de I’enquéte ethnobotanique ;
(3) une évaluation de la cytotoxicité et de la génotoxicité des mémes extraits a 1’aide du test
modele des racines d’Allium cepa, permettant de mesurer 1’indice mitotique et I’indice des
aberrations chromosomiques, outil reconnu pour sa sensibilité et sa fiabilité en toxicologie

environnementale (Animasaun et al., 2024).

Cette recherche ambitionne donc de contribuer a la fois a la connaissance scientifique
des potentialités biologiques de sous-produits végétaux négligés et a la valorisation durable de
la biodiversité locale, tout en intégrant une dimension anthropologique essentielle pour la
préservation du patrimoine ethnobotanique national. En fournissant des données empiriques
solides sur I’épicarpe et les feuilles du grenadier, elle pourrait ouvrir la voie a des applications

innovantes dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques ou agroalimentaires.
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Chapitre 1 : Généralités sur Punica granatum L.

1.1. Nomenclature et classification botanique

Le grenadier, connu scientifiguement sous le nom de Punica granatum L., appartient a
la famille des Lythraceae, bien qu’il ait longtemps été classé dans la famille des Punicaceae,
aujourd’hui considérée comme un synonyme taxonomique (Mabberley, 2017). Le genre Punica
comprend principalement deux espéces reconnues : Punica granatum L., I’espéce cultivée et la
plus répandue, et Punica protopunica Balf. f., endémique de I’ile Socotra. Le nom « Punica »
dérive du latin « punicus », faisant référence a Carthage (signifiant ‘cartaginois’), ou la plante
était largement cultivée durant I’ Antiquité, tandis que « granatum » évoque la structure du fruit,

riche en graines (Morton, 1987).

Sur le plan taxonomique, Punica granatum L. se situe dans I’ordre des Myrtales, au sein
du clade des Rosidae. Les révisions phylogénétiques récentes, fondées sur des analyses
moléculaires, ont confirmé son rattachement aux Lythraceae, une famille caractérisée par des
fleurs a pétales tordus et un ovaire infere ou semi-infere (Graham et al., 2005). Cette
classification est désormais acceptée par la communauté scientifique et reconnue par les
principales bases de données botaniques telles que The Plant List (2023) et le World Flora
Online (2024).

1.2. Description morphologique
Punica granatum L., communément appelé grenadier, est un arbuste ou petit arbre

caduc, généralement haut de 2 a 6 metres, a port buissonnant et a rameaux souvent épineux
(Holland et al., 2009). L’¢écorce, de couleur gris-brun, tend a se fissurer avec 1’age, tandis que
les jeunes rameaux présentent une teinte rougeatre et une surface glabre (Kafkas et al., 2025).
Les feuilles sont simples, opposées ou parfois groupées en verticilles, de forme
oblongue a lancéolée, mesurant typiquement de 3 a 8 cm de long et 1 a 2 cm de large. Elles sont
coriaces, luisantes sur la face supérieure, et dotées d’un court pétiole (Benidir et al., 2022). Le
limbe présente une marge entiére et un apex obtus, la couleur variant du vert clair au vert foncé

selon les conditions environnementales (World Agroforestry Centre, n.d.).
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La floraison, qui s’étend du printemps a 1’été, se caractérise par des fleurs solitaires ou
groupées a I’extrémité des rameaux. Les fleurs, hermaphrodites et actinomorphes, sont de
couleur rouge vif, parfois orangées ou blanches selon les cultivars. Le calice, composé de 5a 7
sépales soudés, persiste sur le fruit et forme la couronne typique de la grenade. La corolle
compte 5 a 7 pétales froissés, insérés a I'intérieur du calice, et de nombreuses étamines
entourent un ovaire infere (Holland et al., 2009 ; Flora of North America Editorial Committee,
n.d.).

Le fruit, appelé grenade, est une baie globuleuse de 5 a 12 cm de diamétre, a épicarpe
coriace et épais, dont la couleur varie du jaune au rouge foncé a maturité. L’intérieur du fruit
est subdivisé par des cloisons membraneuses translucides en plusieurs loges, chacune contenant
de nombreuses graines anguleuses entourées d’un arille juteux et translucide a rouge, qui
constitue la partie comestible (Kafkas et al., 2025). Le fruit conserve a son sommet la couronne
formée par le calice persistant. Les graines, de 7 a 12 mm de long, sont dotées d’un tégument

charnu et d’une forme anguleuse (Benidir et al., 2022).

Cette diversité morphologique, tant au niveau végétatif que reproducteur, explique la
grande variabilité observée parmi les cultivars et écotypes de Punica granatum L., ce qui

constitue un enjeu majeur pour la sélection et I’amélioration variétale.

1.3. Répartition géographique et adaptations écologiques

Punica granatum L. présente une large distribution géographique et des adaptations
écologiques remarquables. Originaire d'Asie centrale, en particulier d'Iran et d'Afghanistan, elle
s'est répandue dans diverses régions, notamment la Méditerranée, I'Asie, I'Amérique, I'Afrique
et I'Europe, entrainant une importante diversité genétique (Shilpa et al., 2023). Son adaptabilité
a diverses conditions climatiques et pédologiques en a fait une culture vitale dans les régions

semi-arides et séches, ou elle prospére méme sur des terres marginales (Hiwale, 2015).

Chapitre 2 : Ethnopharmacologie

2.1. Usages traditionnels des écorces et feuilles

Le grenadier (Punica granatum L.) occupe une place centrale dans la pharmacopée

traditionnelle de nombreuses cultures, ou diverses parties de la plante, en particulier les écorces
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et les feuilles, sont utilisées pour traiter une variété d’affections. Les écorces du fruit et de la
tige sont historiquement reconnues pour leurs propriétés astringentes et anthelminthiques. Elles
sont fréquemment employées en décoction ou en poudre pour traiter la diarrhée, la dysenterie,
les infections parasitaires intestinales (notamment les vers ronds et le ténia), ainsi que les
hémorragies digestives et les maux de gorge (DeFilipps & Krupnick, 2018 ; Patel & Acharya,
2021 ; Maphetu et al., 2022). Dans la médecine traditionnelle chinoise, la Pharmacopée du
peuple chinois mentionne 1’utilisation de 1’écorce pour ses effets antidiarrhéiques,

hémostatiques et vermifuges (Wong et al., 2021).

Punicalin
HO OH
Ellagic acid HO__ OH /@
Gallic acid
OH 0\\ /
H
Oy 0 04.0 S lOH o on
—O
.) I f "o Q
HO OH HE S0 ) o
OH OH
+HzO OH
g i OH
Antioxidant _¢ . Antioxidant
Antiinflammarory ' . Chemoprotective
Antibacterial Photoprotective
Chemoprotective Anticancer

Photoprotective effects Antiage
. Antiinflammatory effects

Prevention of UVB skin damage
and photoaging

Antioxidant
Antibacterial |
AR ‘ Antifungal activity in

Protective effects treating chronic dandruff

against UV radiation
Wound healing
Skin repair

Reduction of skin erythema
and pigmentation

Figure 1. Propriétés pharmacologiques des différentes parties de Punica granatum et de ses
principaux composés bioactifs. (Dimitrijevic et al., 2024)

Les feuilles de Punica granatum sont également valorisées en usage traditionnel, bien
que de fagon moins répandue que les écorces. Elles sont principalement utilisées en infusion ou
en décoction pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antidiabétiques, et comme reméde
contre la toux, les maux de gorge, et les troubles digestifs mineurs (Machado et al., 2023 ; Patel
& Acharya, 2021). Dans certaines régions d’ Asie et du Moyen-Orient, une décoction de feuilles
est administrée en gargarisme pour soulager les inflammations buccales et pharyngées, ou

3
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appliquee localement pour traiter les demangeaisons et les affections cutanées (DeFilipps &
Krupnick, 2018 ; Ali et al., 2017).

L’usage des écorces et des feuilles du grenadier est ainsi attesté dans de nombreuses
traditions médicales, notamment en Inde, en Chine, au Moyen-Orient, en Afrique du Nord et
dans la région méditerranéenne, ou ces organes sont réputés pour leur efficacité dans la gestion
des troubles gastro-intestinaux, des infections parasitaires et des inflammations (Ali et al., 2017
; Maphetu et al., 2022 ; Patel & Acharya, 2021). Toutefois, si de nombreuses indications
traditionnelles sont aujourd’hui confirmées par des études pharmacologiques, d’autres restent

a valider scientifiquement.

2.2. Autres usages (agroalimentaire, cosmétique, teintures naturelles)
Punica granatum L. occupe une place notable dans 1’industrie agroalimentaire, la

cosmeétique et la fabrication de teintures naturelles, grace a la richesse de ses composés bioactifs
et a la polyvalence de ses différents organes, notamment les écorces, les graines et le jus. Dans
le secteur agroalimentaire, le jus de grenade est largement consommeé frais ou transformé en
sirop, gelées, sorbets, confitures et boissons fermentées, telles que le vin de grenade,
particulierement apprécié dans certaines traditions méditerranéennes (Benidir et al., 2022). Les
graines sont utilisées dans les salades, desserts et plats traditionnels, tandis que les extraits
d’écorce sont exploités comme agents conservateurs naturels dans 1’industrie de la viande, en
raison de leur activité antimicrobienne et antioxydante qui prolonge la durée de conservation

des produits carnés (Kanatt et al., 2010 ; Gonzalez et al., 2015).

Dans le domaine cosmétique, les extraits de grenade, riches en polyphénols, flavonoides
et acides ellagiques, sont incorporés dans de nombreux produits de soin pour la peau et les
cheveux. Ces extraits sont valorisés pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
anti-age, dépigmentantes et réparatrices, avec des effets démontrés sur la prévention du
vieillissement cutané, la réduction des taches pigmentaires, I’amélioration de I’¢lasticité et de
I’éclat de la peau, ainsi que la promotion de la cicatrisation (Parveen et al., 2022 ; Aslam et al.,
2006). Des ¢tudes cliniques récentes confirment la sécurité et 1’efficacité des formulations a
base d’extraits de grenade pour I’atténuation de 1’hyperpigmentation et 1’amélioration de la

texture cutanée (Kanlayavattanakul et al., 2022).

Par ailleurs, les écorces de grenade sont traditionnellement utilisées comme source de

colorants naturels pour la teinture des textiles et la coloration biologique. Les pigments extraits,

4
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principalement des tanins et des anthocyanes, permettent d’obtenir une gamme de teintes allant
du jaune au rouge-brun, avec une bonne affinité pour les fibres naturelles comme le coton et la
laine (Elgubbi & Asayh, 2017). Les colorants issus de Punica granatum offrent une alternative
écologique et biodégradable aux colorants synthétiques, avec un intérét croissant pour
I’industrie textile durable et la coloration de préparations cytogénétiques (Elgubbi & Asayh,
2017).

Enfin, la valorisation des coproduits issus de la transformation de la grenade, tels que
les marcs et les écorces, s’inscrit dans une démarche d’économie circulaire, permettant leur
utilisation comme sources de fibres alimentaires, d’antioxydants, d’agents texturants ou encore

d’additifs fonctionnels dans divers secteurs industriels (Tavallali et al., 2020).

Chapitre 3 : Phytochimie

3.1. Principaux groupes de composés bioactifs présents dans Punica granatum L.

Punica granatum L. constitue une source exceptionnelle de composés bioactifs, dont la
répartition varie significativement selon les organes végétaux. Les écorces et feuilles,
particulierement riches en métabolites secondaires, renferment des composés phénoliques
dominés par les ellagitanins (dont la punicalagine, la punicaline et la pédunculagine),
représentant jusqu'a 50% du poids sec des écorces (Sreekumar et al., 2014 ; Ismail et al., 2012).
Ces polyphénols hydrolysables, caractérisés par leur structure ester de [l'acide
hexahydroxydiphénique, conférent une puissante activité antioxydante et anti-inflammatoire
(Fakudze et al., 2022).

Les flavonoides (catéchines, quercétine, kaempférol, lutéoline) et les anthocyanes
(cyanidine-3-glucoside, delphinidine-3-glucoside) sont abondants dans les arilles et le jus,
tandis que les écorces et feuilles concentrent des acides phénoliques (acide gallique, ellagique,
chlorogénique) et des proanthocyanidines (Maphetu et al., 2022 ; Sreekumar et al., 2014). Les
feuilles présentent également des alcaloides (pelletiérine), des triterpénoides (acide ursolique)
et des stérols (daucostérol), contribuant a leurs propriétés antimicrobiennes et antidiabétiques
(Bekir, 2013 ; Fakudze et al., 2022).

Les graines se distinguent par leur teneur élevée en acides gras conjugués, notamment

I'acide punicique (oméga-5), représentant 65-80% des lipides totaux, ainsi qu'en tocophérols et
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stéroides (Sreekumar et al., 2014 ; Fakudze et al., 2022). Enfin, toutes les parties de la plante
contiennent des minéraux essentiels (potassium, calcium, magnésium, zinc) et des vitamines
(ascorbate), synergisant avec les polyphénols pour moduler les voies biologiques (Nrf2, NF-
kB) (Maphetu et al., 2022).

2.3. Principales activités biologiques de Punica granatum L.

Les activités biologiques de Punica granatum L. sont étendues et diversifiées,
principalement en raison de sa riche composition en composés bioactifs. Elle présente des
activités biologiques importantes, notamment notamment anticancéreuses, antioxydantes,
antibactériennes, antivirales, hypoglycémiantes, hypolipidémiantes, cardioprotectrices et
protectrices du systeme digestif, attribuées a ses riches composants phénoliques tels que les
tanins hydrolysables, les flavonoides et les acides phénoliques (Grillo et al., 2023 ; Zhao et al.,
2024).

Les feuilles de Punica granatum L. présentent des activités biologiques importantes,
notamment des effets antioxydants, anti-inflammatoires, antimétaboliques, anticancéreux et
antimicrobiens. Ces activités sont principalement attribuées a la présence de métabolites
secondaires tels que les composés phénoliques, les tanins, I'acide ellagique et I'acide gallique
(Machado et al., 2022).

2.4. Méthodes d’extraction et d’analyses phytochimiques

L’extraction et 1’analyse des composés phytochimiques des extraits végétaux, entre
autres Punica granatum L., reposent sur des techniques variées, adaptées a la nature des
composés ciblés et a la matrice végétale étudi¢e. Les méthodes d’extraction sont cruciales pour
optimiser le rendement et préserver I’intégrité des métabolites secondaires, notamment les

polyphénols, flavonoides et tanins présents en abondance dans les écorces et les feuilles.

2.4.1. Méthodes d’extraction

La macération et la percolation avec des solvants polaires tels que le méthanol, I’éthanol,
ou I’eau, sont les techniques les plus couramment utilisées pour I’extraction des composés
phénoliques de Punica granatum (Sreekumar et al., 2014 ; Ismail et al., 2012). L’utilisation de
mélanges hydro-alcooliques permet d’optimiser I’extraction des polyphénols et des
flavonoides, tandis que 1’extraction assistée par ultrasons ou par micro-ondes améliore

significativement le rendement et réduit le temps d’extraction (Mphahlele et al., 2016). Plus
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récemment, des techniques innovantes telles que I’extraction assistée par ultrasons, la
pressurisation hydrostatique et ’extraction par fluide supercritique ont été appliquées avec
succes pour isoler des composes bioactifs a haute valeur ajoutée, tout en limitant la dégradation
thermique des molécules sensibles (Mphahlele et al., 2016 ; Gullén et al., 2020).

2.4.2. Analyses phytochimiques

L’identification et la quantification des composés extraits reposent sur une combinaison
de méthodes qualitatives et quantitatives. Le dosage des polyphénols totaux est généralement
réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu, tandis que les flavonoides totaux sont déterminés par
la méthode colorimétrique a I’aluminium trichlorure (AICl;) (Ismail et al., 2012 ; Gullén et al.,
2020). Les tanins sont quantifiés par la méthode de vanilline ou par précipitation avec le

chlorure ferrique.

Pour I’analyse structurale et la caractérisation fine des métabolites, la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC), couplée a la détection UV ou a la spectrométrie de masse
(LC-MS/MYS), est la méthode de référence. Elle permet d’identifier et de quantifier précisément
les ellagitanins (punicalagine, punicaline), les acides phénoliques (acide ellagique, acide
gallique) et les flavonoides (quercétine, kaempférol) présents dans les extraits de grenade
(Sreekumar et al., 2014 ; Gullon et al., 2020). La chromatographie en phase gazeuse (GC-MS)
est également utilisée pour 1’analyse des composés volatils et des acides gras, notamment dans

les graines (Viuda-Martos et al., 2010).

Enfin, ’activité antioxydante des extraits est fréquemment évaluée par des tests in vitro
tels que le DPPH, I’ABTS ou le FRAP, qui mesurent la capacité de piégeage des radicaux libres
et le pouvoir réducteur des extraits (Mphahlele et al., 2016 ; Gullon et al., 2020).

Chapitre 4 : Cytotoxicité et génotoxicité

4.1.Cytotoxicite
4.1.1. Définition et utilité de la cytotoxicité

La cytotoxicité désigne la capacité d’un agent chimique, physique ou biologique a
provoquer des dommages cellulaires pouvant entrainer la mort de la cellule, soit par nécrose

(mort cellulaire accidentelle, rapide et non régulée), soit par apoptose (mort cellulaire
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programmée, contr6lée et ordonnée) (Riss et al., 2016). Ces deux mécanismes se distinguent
par des modifications morphologiques et biochimiques spécifiques, telles que la perte
d’intégrité membranaire dans la nécrose, ou la condensation chromatique et la fragmentation

de ’ADN dans I’apoptose (Elmore, 2007).

V. Nikoletopoulou et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1833 (2013) 3448-3459 3449
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Fig.2. Types de mort cellulaire et leurs caractéristiques morphologiques (Nikoletopoulou et
al., 2013)

L’étude de la cytotoxicité est essentielle dans plusieurs domaines de la recherche
biomédicale et pharmaceutique. Elle permet d’évaluer la sécurité et I’efficacité des composés
candidats, notamment dans la recherche de nouveaux agents thérapeutiques anticancéreux.
Ainsi, la cytotoxicité est un parameétre clé dans la sélection de molécules pour le développement
de médicaments, car elle permet d’identifier les composés capables d’induire la mort cellulaire
sélective des cellules tumorales tout en préservant les cellules saines (Riss et al., 2016). De plus,
la cytotoxicité est étudiée dans le cadre de 1’évaluation de la biocompatibilité des dispositifs
médicaux, des cosmétiques et des produits agroalimentaires, afin de garantir I’innocuité de ces
produits pour la santé humaine (Borenfreund & Puerner, 1985).

En résumé, la cytotoxicité est un concept central en biologie cellulaire et en
pharmacologie, permettant d’appréhender les effets délétéres des substances sur les cellules,

d’optimiser les doses thérapeutiques et de limiter les effets secondaires indésirables.

4.1.2. Techniques d’étude de la cytotoxicité
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Les méthodes d'évaluation de la cytotoxicité reposent sur des principes biologiques

distincts et se classent en trois catégories principales selon leur mécanisme de détection :

A. Tests basés sur I'intégrité membranaire

Dosage du lactate déshydrogénase (LDH) : Mesure la libération de LDH dans le milieu
extracellulaire lors de la lyse cellulaire. La LDH catalyse la réduction du NAD" en NADH,
générant un signal colorimétrique proportionnel a la cytotoxicité nécrotique (Riss et al.,
2016).

Coloration au bleu trypan : Exclusion du colorant par les cellules viables (membranes

intactes), tandis que les cellules nécrotiques absorbent le colorant (Strober, 2015).

. Tests basés sur I'activité métabolique

Réduction des sels de tétrazolium (MTT/XTT/MTS) : Les cellules viables réduisent les
sels en formazan, produisant un changement colorimétrique quantifiable. Le MTT est
largement utilisé pour évaluer l'inhibition de la prolifération et la viabilité mitochondriale
(Berridge & Tan, 1993).

Mesure de I'ATP : Utilise la luciférase pour quantifier I'ATP intracellulaire via
bioluminescence. Un déclin de I'ATP correle avec la perte de viabilité cellulaire (Crouch et
al., 1993).

C. Tests basés sur la morphologie et la prolifération

- Observation microscopique : Evaluation qualitative des altérations morphologiques
(arrondissement, vacuolisation) selon la norme ISO 10993-5 (Li et al., 2015).

- Tests de prolifération : Incorporation de thymidine tritiée ou de BrdU pour quantifier
la synthése d'ADN (Riss et al., 2016).

D. Méthodes spécialisées

- Cytométrie en flux : Combine l'iodure de propidium (nécrose) et l'annexine V
(apoptose précoce) pour discriminer les mécanismes de mort cellulaire (Vermes et al.,
1995).

- Tests de contact direct/indirect (ISO 10993-5) :

v/ Contact direct : Evaluation des dispositifs médicaux solides en contact avec les
cellules.
v’ Diffusion sur gélose : Couche d'agar isolant les cellules des échantillons, idéale

pour les matériaux libérant des composes solubles (Li et al., 2015).

Tableau 1 : Avantages et limites des méthodes d’évaluation de la cytotoxicité
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Méthode Avantages Limitations
. _ Interférence avec les composés
MTT Haut débit, reproductibilité )
réducteurs
o o . Sensibilité aux variations de
LDH Détection specifique de la nécrose .
pH/température
Cytométrie Discrimination apoptose/nécrose || Co(t élevé, complexité technique
Contact Sensibilité optimale pour . .
) L o Inadapté aux matériaux flottants
direct dispositifs medicaux

4.1.3. Données des études antérieures sur la cytotoxicité du grenadier (Punica
granatum)
De nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré le potentiel cytotoxique des
extraits de Punica granatum L. et de ses composés phénoliques contre différentes lignées

cellulaires cancéreuses, tout en montrant une sélectivité vis-a-vis des cellules normales.

Par exemple, I’extrait éthanolique de Punica granatum var. spinosa a montré une
inhibition dose-dépendante de la prolifération des cellules de cancer de la prostate (PC3), avec
une ICso de 250,21 pg/mL, comparable a celle du paclitaxel. L’effet cytotoxique s’accompagne
d’une induction de I’apoptose, confirmée par I’augmentation des nucléosomes (ELISA) et la
fragmentation de I’ADN (TUNEL assay). Les cellules normales sont significativement moins
affectées par les mémes concentrations d’extrait, ce qui suggere une certaine sélectivité pour

les cellules tumorales (Faria et al., 2012 ; Lansky & Newman, 2007).

Des études sur des lignées de cancer du sein (BT474, MDA-MB-231, MCF7) et de colon
(HCT116, HT-29, LoVo) ont également mis en évidence une cytotoxicité concentration-
dépendante des extraits polyphénoliques de grenade, sans effet délétere sur les fibroblastes
mammaires non tumoraux (MCF-10F, MCF-12F). Cette cytotoxicité est associée a I’activation
de la caspase-3 et a I’induction de 1’apoptose, ainsi qu’a une inhibition de la migration et de

I’invasion cellulaire (Adhami et al., 2009 ; Mrdanovi¢ et al., 2020).

Concernant les feuilles, I’extrait aqueux a montré une inhibition de la prolifération des
cellules de carcinome pulmonaire non a petites cellules (A549, H1299) par arrét du cycle
cellulaire en phase G2/M et induction de 1’apoptose via la voie mitochondriale, sans toxicité

notable pour les cellules normales (Wang et al., 2016).
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Enfin, plusieurs travaux soulignent que les principaux composés responsables de
I’activité cytotoxique sont les ellagitanins (notamment la punicalagine), les acides ellagique et
gallique, ainsi que les anthocyanes, qui agissent en synergie pour induire 1’apoptose, arréter le

cycle cellulaire et inhiber I’invasion tumorale (Seeram et al., 2005 ; Mrdanovi¢ et al., 2020 ;

Shabani et al., 2023).

Chapitre 4 : Génotoxicite

4.1.4. Définition et utilité de la génotoxicité

La génotoxicité désigne la capacité d’un agent chimique, physique ou biologique a
endommager le matériel génétique d’une cellule, c’est-a-dire I’ADN ou les chromosomes,
entrainant des altérations structurales ou fonctionnelles du génome (Ahamed Noor Mansoori et
al., 2014). Ces dommages peuvent se manifester sous forme de mutations géniques (additions,
délétions, substitutions), de 1ésions primaires de I’ADN (adduits, pontages ADN-protéines,
cassures simple ou double brin), de réarrangements chromosomiques (translocations,

inversions) ou d’anomalies du nombre de chromosomes (aneuploidie) (Saks et al., 2017).

La génotoxicité revét une importance majeure en toxicologie, en pharmacologie et en
santé publique, car elle constitue un mécanisme clé dans I’initiation de nombreuses maladies,
notamment le cancer et les pathologies héréditaires (Phillips & Arlt, 2009). Les tests de
génotoxicité sont essentiels pour I’identification précoce de substances potentiellement
mutagenes ou cancérogenes, que ce soit dans le développement de nouveaux médicaments,
I’évaluation de la sécurité des produits chimiques industriels, ou la surveillance de la
contamination environnementale (Mahadevan et al., 2011). Ainsi, la génotoxicité est un critére
réglementaire fondamental pour 1’autorisation de mise sur le marché de nombreux produits et
son evaluation permet de prévenir les risques de mutations transmissibles ou de transformations

malignes des cellules somatiques (Saks et al., 2017).

4.1.5. Techniques d’étude de la génotoxicité

L'évaluation de la génotoxicité repose sur une batterie de tests standardisés, réglementés
par I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques OCDE et les agences

internationales, permettant de détecter différents types de dommages génétiques selon des
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mécanismes d'action spécifiques. Ces techniques se répartissent en tests in vitro, in vivo et en

tests végétaux, chacun ciblant des parametres genétiques distincts (Daniel, 2022).

3.2.2.1. Tests in vitro de base

D’apres (Mahadevan et al., 2011 ; Saks et al., 2017), la batterie standard de tests in vitro
comprend trois épreuves complémentaires recommandeées par I'OCDE :
- Le test de mutation réverse bactérienne (Test d'’Ames, OCDE TG 471) utilise des
souches de Salmonella typhimurium déficientes en histidine pour détecter les mutations
géniques ponctuelles.
- Le test d'aberration chromosomique (OCDE TG 473) évalue les agents clastogénes
provoquant des cassures chromosomiques, des réarrangements et des translocations dans des
cellules de mammiferes en culture.
- Le test micronoyau (OCDE TG 487) détecte a la fois les effets clastogenes et

aneugenes par comptage des micronoyaux formés lors de la division cellulaire.

3.2.2.2. Tests in vivo complémentaires

Phillips & Arlt, (2009) rapportent que les tests in vivo sont requis lorsque les résultats
in vitro sont positifs ou équivoques. Le test micronoyau des érythrocytes de mammifeéres
(OCDE TG 474) constitue I'épreuve in vivo la plus largement utilisée, réalisable sur moelle
osseuse ou sang périphérique. Le test d'aberration chromosomique in vivo (OCDE TG 475)
analyse les anomalies chromosomiques dans la moelle osseuse de mammiféres exposés, tandis
que le test de la comeéte in vivo (OCDE TG 488) détecte les cassures simples et double brin de

I'ADN par électrophorése sur gel d'agarose.

3.2.2.3. Test des racines d'oignon (Allium cepa)

Le test d’Allium cepa constitue un systeme d'évaluation végétal largement reconnu et
validé pour I'étude de la génotoxicité (Banti & Hadjikakou, 2019). Allium cepa L. (2n = 16)
représente, selon les mémes auteurs, un systéeme de test tres pratique pour estimer les effets
delétéres des substances chimiques sur le materiel biologique. Ce test est efficace pour le
criblage chimique et la surveillance in situ des effets génotoxiques des contaminants
environnementaux, montrant une sensibilité supérieure a d'autres tests pour détecter la toxicité

et la genotoxicité (Leme & Marin-Morales, 2008).
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Le protocole standard comprend I'exposition des racines d'Allium cepa a différentes
concentrations de la substance testée pendant 24 a 48 heures. L'évaluation porte sur plusieurs
parametres : l'index mitotique (pourcentage de cellules en division), les aberrations
chromosomiques (fragments, ponts, chromosomes vagabonds, C-anaphases, multipolarite,
chromosomes collants), les anomalies nucléaires et la présence de micronoyaux (Vellaikkannu
et al., 2017; Banti & Hadjikakou, 2019). Ce test présente I'avantage de détecter une grande
variété d'effets génotoxiques, notamment les mutations ponctuelles et les altérations

chromosomiques, tout en étant relativement simple et économique a réaliser.
3.2.2.4. Techniques spécialisées

- Le test de la comete (Comet assay): constitue une technique d'électrophorese
particulierement sensible pour mesurer les cassures induites directement par un agent
génotoxique et indirectement lors des processus de réparation de I'ADN ou de I'apoptose
(Collins & Azqueta, 2012).
- Le test des échanges entre chromatides sceurs (ECS) : est un outil essentiel pour
évaluer les réarrangements intra-chromosomiques de I'ADN, car il sert de biomarqueur sensible
de I'exposition a des agents génotoxiques. Ce test mesure la fréquence des échanges entre les
chromatides sceurs au cours de la réplication de I'ADN, ce qui peut indiquer I'étendue des
dommages a I'ADN et I'efficacité des mécanismes de réparation (Wojcik & Smalec, 2010).
Ces techniques sont souvent combinées en batteries pour couvrir un large spectre
d'effets génotoxiques et améliorer la fiabilité des résultats, chaque test présentant une spécificité

pour certaines familles chimiques de génotoxines.

4.1.6. Données des études antérieures sur la génotoxicité du grenadier (Punica
granatum)
Les études sur la génotoxicité de Punica granatum L. révélent des résultats
apparemment contradictoires, suggérant que les effets dépendent étroitement du type d'extrait,
des organes végétaux utilisés, des concentrations testées et des méthodologies d'évaluation

employées.
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3.2.3.1.  Effets génotoxiques démontreés

L'étude de S&nchez-Lamar et al. (2008) a démontré que I'extrait hydroalcoolique du fruit
entier présente des propriétés génotoxiques significatives, détectées par plusieurs méthodes

complémentaires.

3.2.3.2.  Effets protecteurs et absence de génotoxicité directe

A l'inverse, I'étude de Teixeira et al. (2017) utilisant le systeme test Allium cepa sur
I'extrait aqueux de I'épicarpe de grenade, révele une absence d'effets génotoxiques directs et
méme un potentiel effet protecteur. Cette étude démontre que I'extrait aqueux de I'épicarpe
n'induit pas de dommages directs a I'ADN aux concentrations testées (10, 20, 40 et 80 mg/mL).
Cependant, a la concentration maximale de 80 mg/mL, les auteurs observent des effets
cytotoxiques caractérisés par la présence de vacuoles cytoplasmiques, d'anomalies de formation
du fuseau mitotique, de C-métaphases et de cellules binucléées, suggérant des effets aneugenes

pouvant conduire indirectement a des altérations chromosomiques quantitatives.

4.2.3.3. Les aberrations chromosomiques et instabilité du cycle cellulaire

Les aberrations du cycle cellulaire peuvent entrainer des défauts majeurs dans la
ségrégation des chromosomes, contribuant ainsi a une instabilité génétique profonde, souvent
observée dans les cellules cancéreuses. Parmi les anomalies les plus caractéristiques, on
retrouve les ponts de chromatides sceurs, issus de cassures d’ADN mal réparées ou de fusions
de télomeres. Observés en anaphase, ces ponts génent la séparation correcte des chromatides et
entrainent des ruptures chromosomiques au moment de la cytokinese (Bizard & Hickson,
2018).Ce phénomene peut conduire a I'apparition de micronoyaux, petites structures nucléaires
contenant des fragments chromosomiques ou des chromosomes entiers exclus du noyau
principal lors de la division. (Kwon et al., 2020) Les micronoyaux sont non seulement un
marqueur d’instabilité génétique, mais peuvent aussi déclencher une réponse immunitaire via
le complexe cGAS-STING, jouant ainsi un réle double dans la tumorigenese (Guscott et al.,
2022).
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Fig. 3. Impact des ponts de chromosomique, et chromosome retardataire sur la division
cellulaire et la stabilité génomique (Bizard & Hickson, 2018)

Chapitre 5 : Limites des connaissances actuelles

Malgré I'accumulation substantielle de données précliniques, plusieurs lacunes critiques

persistent dans la compréhension des propriétés de P. granatum. Ses parties non-fruitieres

(feuilles et écorces), disponibles comme sous-produits de la culture restent peu documentés

scientifiguement en Algérie.
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Méthodologie

1. Méthodologie de I'étude :

Notre étude ethnopharmacologique s’est déroulée en quatre étapes principales. Elle a été
réalisée dans différentes regions d’ Algérie, notamment Alger, Mostaganem, Tizi Ouzou et notre
wilaya de Tiaret. Cette diversité géographique nous a permis de recueillir des données
représentatives des pratiques locales. L’enquéte s’est étendue de février a juin 2025. Durant
cette période, nous avons interrogé 138 participants, composés d’herboristes, de médecins et de
personnes ordinaires. La collecte d’informations s’est effectuée a 1’aide d’un questionnaire
structuré. Celui-ci comprenait deux volets principaux. Le premier concernait les données
sociodémographiques telles que 1’age, le sexe, le niveau d’éducation et la profession. Le second
volet portait sur les usages traditionnels du grenadier. Nous avons ainsi recensé les méthodes
de préparation utilisées, telles que la décoction et ’infusion. Les effets secondaires rapportés
ont également été notés. Toutes les données recueillies ont ensuite été organisées dans un fichier
Excel afin d’en faciliter le traitement et I’analyse statistique. Cette démarche a permis de

structurer efficacement les résultats obtenus.

1.2. Préparation d'extraits de plantes

Dans le cadre de cette étude, la poudre de I’écorce de grenade et les feuilles (Punica
granatum L) a été acquise préte a I’emploi aupres de commerces spécialisés situés dans la ville
de Tiaret (Algérie). Les feuilles de grenade, quant a elles, ont été achetées dans la méme région,
puis séchées a I’air libre et finement broyées jusqu’a obtention d’une poudre homogene, utilisée

pour les analyses ultérieures.

La méthode de préparation est identique pour les deux organes, a savoir les écorces et les

feuilles

L’extrait aqueux a été préparé par macération de 50 g de poudre végétale dans 500 mL
d’eau distillée, dans un ballon en verre. Le mélange a été agité a température ambiante, a

I’obscurité, pendant 24 heures. Aprés macération, la solution a été filtrée a I’aide d’un papier
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filtre . Le filtrat obtenu a ensuite été déshydraté dans un cristallisoir, puis placé dans une étuve
a 37 °C jusqu’a obtention d’un résidu sec, lequel a été conservé dans une boite propre, a I’abri

de "humidité.

L’extrait éthanolique a été préparé en introduisant 50g de poudre végétale dans un ballon
en verre contenant 500 mL d’éthanol a 70 %. Le mélange a été agité pendant 24 heures, puis
laissé en macération pendant 24 heures. Apres cette période, la solution a été filtrée a ’aide
d’un papier filtre. Le filtrat obtenu a ensuite été déshydraté dans un cristallisoir, puis placé
dans une étuve a 37 °C jusqu’a obtention d’un résidu sec, lequel a été conservé dans une boite

propre, a I’abri de I’humidité.

Les extraits des deux plantes ont été préparés fraichement par infusion dans l'eau a
différentes concentrations (2,5 ; 5 ; 10 ; 20 mg/mL) pendant une durée de dix minutes. Par la

suite, ils ont été utilisés dans le test Allium cepa.

Le rendement d’extraction correspond au rapport entre la quantité d’analyte extrait
et la quantité de matiére végétale utilisée. Il est calculé selon la formule suivante
Rendement (%) = (Poids de I’extrait sec < 100) / Poids initial de la plante séche

1.3. Composés phytochimiques
1.3.1. Polyphénols

La quantification des composés phénoliques totaux a été réalisée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu, avec quelques modifications. A 1’aide d’une micropipette, un volume de 200 pL de
chaque extrait (aqueux et éthanolique), preparé aux concentrations de 0,1 ; 0,5; 0,75 et 1
mg/mL, a été transféré dans des tubes Eppendorf. A chaque tube, 1 mL de réactif de Folin-
Ciocalteu préalablement dilué au dixiéme a été ajouté. Les tubes ont ensuite été protégés de la
lumiére et incubeés a température ambiante pendant 5 minutes. Par la suite, 800 uL d’une

solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5 % ont été ajoutés a chaque tube. Aprées agitation
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douce, les tubes ont été laissés a reposer a température ambiante pendant 30 minutes a 1’abri de

la lumiére.

L’absorbance des mélanges réactionnels a été mesurée a une longueur d’onde de 765 nm a
I’aide d’un spectrophotometre. La teneur totale en polyphénols a été déterminée a partir d’une
courbe d’étalonnage établie a I’aide de I’acide gallique comme standard. Les résultats ont été
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique (mg EAG)/mL d’extrait, Chaque

analyse a été réalisée en trois répétitions afin de garantir la fiabilité des résultats.

1.3.2 Flavonoides

La teneur totale en flavonoides a été déterminée selon la méthode colorimétrique au chlorure
d’aluminium. Pour ce faire, 1 mL de chaque extrait (aqueux et éthanolique) a été transféré dans
un tube Eppendorf, puis mélangé a 1 mL d’une solution de chlorure d’aluminium (AICL) a 2
% préparée dans le méthanol. Le mélange a été vigoureusement agité a 1’aide d’un vortex afin
d’assurer une homogénéité optimale, puis incubé a 1’obscurité pendant 15 minutes a

température ambiante.

A I’issue de I’incubation, I’absorbance des solutions a été mesurée immédiatement & 430 nm
a I’aide d’un spectrophotométre, en utilisant de I’eau distillée comme blanc. La quantification
des flavonoides totaux a été réalisée a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec la
quercétine comme standard. Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalents de
quercétine (mg EQ)/mL d’extrait, Chaque analyse a été réalisée en trois répétitions afin de

garantir la fiabilité des résultats.

1.3.3 tanins

La quantification des tannins totaux a été réalisée selon la méthode colorimétrique a la vanilline.
Pour cela, un volume de 50 yL de chaque extrait a été introduit dans un tube Eppendorf
contenant 1500 uLL d’une solution de vanilline a 49 % préparée dans le méthanol. Le mélange
a été vigoureusement agité a 1’aide d’un vortex afin d’assurer une homogénéisation complete.
Ensuite, 750 pL d’acide chlorhydrique (HCl) concentré ont été ajoutés au mélange réactionnel.

Ce dernier a été incubé a température ambiante pendant 20 minutes, a I’abri de la lumiére.

A I’issue de la réaction, I’absorbance a été mesurée a 550 nm a 1’aide d’un spectrophotométre,

en utilisant un blanc approprié (méthanol + réactifs sans extrait). La teneur totale en tannins a
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¢té déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine comme composé
de référence. Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalents de quercétine (mg
EQ)/mL d’extrait, , Chaque analyse a été réalisée en trois répétitions afin de garantir la fiabilité

des résultats.

1.4. Analyse de I'indice mitotique

La plante d'oignon, Allium cepa (2n = 16), appartient a la famille des Alliaceae. Des
bulbes d'oignon ont été achetés sur le marché local de Tiaret (Algérie), sélectionnés selon leur
taille, puis nettoyé€s a I’eau distillée apres élimination des racines et de la premiére pelure. Avant
de procéder au test Allium anaphase-télophase, les écailles externes des bulbes ainsi que la
plaque basale séche ont été retirées avec précaution afin de ne pas endommager les primordia
racinaires. Aprés 2 jours de germination dans 1’obscurité a une température de 22 + 4 °C, seuls
les bulbes dont les racines mesuraient entre 1 et 2 cm ont été utilisés pour cette étude. Chaque
bulbe germé a été placé dans un tube a essai contenant de I’eau distillée de maniére a immerger

uniquement les racines.

Par la suite, les cings bulbes présentant la meilleure croissance ont été exposés pendant 48
heures a différentes concentrations aqueuses et éthanoliques d’extraits de Punica granatum L.
Les concentrations choisies dans cette étude correspondent a celles identifiées lors de nos
précédents travaux ethnopharmacologiques portant sur 1’utilisation traditionnelle de Punica
granatum L. en Algérie. L’eau distillée a été utilisée comme contrdle négatif, tandis que le

méthyl méthane sulfonate a été employé comme contréle positif.
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Apres 48 heures d’exposition dans 1’obscurité, les 2 derniers centimetres des racines ont été
prelevés, fixés dans la solution de Carnoy a 4 °C pendant au moins une nuit, puis conservés a
long terme dans de 1’éthanol a 70 %. Les racines ont ensuite été hydrolysées dans une solution

d’HCI puis colorées au réactif de Fuchine a I’abri de la lumicre.

Figure 4. Procédures du test Allium cepa

Pour chaque lame préparée, un comptage d’au moins 500 a 1000 cellules a été effectué afin
d’assurer une représentativité statistique suffisante. L’analyse cytologique a permis de calculer
I’indice mitotique (IM), défini comme le rapport du nombre de cellules en mitose au nombre
total de cellules observées, multiplié¢ par 100. Cet indice constitue un indicateur de I’activité
proliférative et permet d’évaluer I’effet cytotoxique potentiel de la substance testée. Par ailleurs,
I’observation microscopique a porté sur I’identification d’anomalies chromosomiques telles que
les ponts chromosomiques , les fragments acentriques, les vésicules nucléaires et les
micronoyaux, indicateurs de génotoxicité. Des perturbations du cycle cellulaire, telles que des
retards de mitose ou un arrét de division, ont également été prises en compte pour évaluer la
toxicité globale des échantillons.
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L’indice de phase (IP) est obtenu en divisant le nombre de cellules dans une phase
spécifique par le nombre total de cellules en division, puis en multipliant le résultat par 100 :
IP (%) = (Nombre de cellules dans une phase spécifique / Nombre total de cellules en
division) x 100

L’indice d’aberrations chromosomiques (AC) est déterminé en divisant le nombre de
cellules aberrantes par le nombre total de cellules observées, puis en multipliant par 100 :

AC (%) = (Nombre de cellules aberrantes / Nombre total de cellules comptées) x 100
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Résultats

1. Etude ethnopharmacologie

1.1. Etude de la répartition par ’4ge
Les résultats de la caractérisation des personnes enquétées montrent une répartition
inégale selon I’age. Cette distribution traduit une surreprésentation relative des individus agés

de 25 & 50 ans, appartenant vraisemblablement a la catégorie des personnes actives (Figure 5).

14 -

Nombre des participents

20-25 2530 30-35 3540 40-45 4550 50-55 5560 60-65 6570
L'age (ans)

Figure . 5. La répartition par age des participants.

La tranche d’age 4045 ans est la plus représentée avec un effectif de douze participants.
Elle est suivie, de maniére relativement proche, par les tranches 25-30, 30-35 et 45-50 ans qui
présentent des nombres similaires et stables. En revanche, a partir de la tranche 50-55 ans, on
observe une diminution progressive du nombre de participants, particulierement marquée dans
les groupes d’age supérieurs (55-60, 60-65 et 65-70 ans).
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1.2. Etude de la répartition selon le sexe

Les résultats de la caractérisation des personnes enquétées montrent une répartition
inégale selon le sexe. Cette distribution traduit une surreprésentation marquée des hommes, qui
représentent 90,58 % des participants. En revanche, les femmes sont sous-représentées avec un

pourcentage de 9,42 % (Figure 6).

Figure. 6. La répartition des participants selon le sexe

1.3. Etude de la répartition selon le niveau de vie
Les résultats de la caractérisation des personnes enquétées montrent une répartition selon
le niveau d’étude. Cette distribution indique que les participants ayant suivi un niveau d’étude

secondaire sont les plus nombreux, avec 14 individus (Figure 7).
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Analphabete

Universitaire

Niveau d'étude

Primaire

Nombre des participants

Figure. 7 . La répartition des participants selon le niveau d"études

Les participants ayant un niveau d’étude primaire représentent la deuxiéme catégorie la
plus importante, avec 11 individus. En revanche, les participants ayant un niveau universitaire
sont moins nombreux, avec 8 individus. Une faible proportion de participants est analphabete,

comptabilisant seulement 2 individus.
1.4. Répartition des participants selon la fonction

secteur médical

studiants |

Herboriste

Fonction

Personne sans emploi

retraités

L

10 20 30 40 50 60 70
Nombre de participants

o

Figure 8. Répartition des participants selon la fonction
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Le graphique montre que les herboristes constituent la majorité des participants a
I’enquéte ethnopharmacologique sur Punica granatum L., avec pres de 60 personnes. Les
étudiants suivent avec prés de 20 participants. Les retraités et les professionnels du secteur
médical sont représentés chacun par environ 10 participants. Les personnes sans emploi

constituent la catégorie la moins représentée avec moins de 10 participants.

1.5. Etude de la répartition selon I’utilisation

On observe que les usages les plus fréquemment cités pour le grenadier sont utiliser pour les
inflamation en général (avec 20 participants), I'amélioration de la digestion ( 14 participants),
et l'action pour stopper la diarrhée (16 participants). Le traitement des maux de gorge (10
participants) et I'utilité pour le cdlon sont également des applications notables. En revanche,
des usages comme les plaies d'estomac, I'effet anti-inflammatoire général, les brlures ou les

hémorragies internes sont beaucoup moins souvent mentionnés par les participants.

1.6. Fréquences de modes de préparation
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Figure 10. Fréquences de modes de préparation

Le graphique illustre les modes de préparation de Punica granatum L., avec une nette
prédominance de I’infusion utilisée dans 83 % des cas, contre seulement 17 % pour la

décoction.

1.7. Etude de la répartition selon les personnes pour qui ’usage est déconseillé

enfants > 4 ans .

femmes neemes faps ermer _

0 5 10 15 20 25
Nombre des participants

Figure. 11. La répartition des participants selon les personnes pour qui 1’usage est déconseillé

2. Evaluation du rendement d'extraction
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Le rendement de I'extrait éthanolique des écorces de grenadier était supérieur a celui

de I'extrait aqueux. Les valeurs enregistrées sont les suivantes 24.76 % et 19.64 %

Tableau 2. Rendement des extraits des écorces

Extrait Rendement
Extrait éthanolique 24.76 %
Extrait aqueux 19.64 %

Aussi le rendement de 1’extrait éthanolique des feuilles de grenadier était superieur a celui de

I’extrait aqueux. Les valeurs enregistrées sont les suivantes 20.90 % et 10.41 %

Tableau 3. Rendement des extraits des feuilles

Extrait Rendement
Extrait éthanolique 20.90 %
Extrait aqueux 10.41 %

3. Evaluation des composés phytochimiques pour les écorces
3.1.1. Teneur totale en composés phénoliques (les écorces)

L'examen des données révéle une différence notable dans la teneur totale en composés
phénoliques entre les extraits de plantes aqueux et éthanoliques aux différentes concentrations
étudiées. ( Fig. 12)
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Fig. 12. Variation de la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits aqueux et
éthanoliques de Punica granatum L.

la concentration de polyphénols augmente avec la concentration de I'extrait, tant pour
I'éthanolique que pour l'aqueux. L'extrait éthanolique affiche constamment des niveaux de
polyphénols plus élevés que I'extrait aqueux, avec son pic a 2 mg/mL atteignant environ 0,52
mg GAE/mL, tandis que I'extrait aqueux culmine a environ 0,3 mg GAE/mL. Les

concentrations les plus faibles pour les deux extraits sont observées a 0,25 mg/mL.

3.1.2. Teneur totale en composés phénoliques (pour I’infusion)
Effet de la concentration sur la teneur en polyphénols (exprimée en mg GAE/mL) dans

une infusion d'écorces ( Fig. 13).
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Fig. 13. Variation de la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits d’infusion
des écorces de Punica granatum L.

Ce graphique montre que la teneur en polyphénols des écorces (infusion) augmente
progressivement avec la concentration de 1’extrait. On observe une ¢élévation notable de 0,35

mg EAG/mL a 2,5 mg/mL jusqu’a environ 0,7 mg EAG/mL a 20 mg/ML.

3.1.4. Teneur totale en flavonoides ( les écorces)
L'analyse des données révéle une différence notable dans la teneur en flavonoides entre

les extraits aqueux et éthanoliques de la plante ( Fig. 14).
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0,25mg/ml 0,5mg/ml 1mg/ml 1,5mg/ml 2mg/ml

Concentration (mg/ml)

Fig. 14. Variation de la teneur en flavonoides dans les extraits aqueux et éthanoliques de
Punica granatum L.

On observe que, pour toutes les concentrations testées, 1’extrait éthanolique présente une
teneur en flavonoides supérieure a celle de I’extrait aqueux. Cette différence devient plus
marquée a mesure que la concentration augmente. Par exemple, a la concentration la plus élevée
(2 mg/mL), la teneur en flavonoides atteint environ 0,2 mg QE/mL pour I’extrait éthanolique,

contre environ 0,13 mg QE/mL pour I’extrait aqueux.

3.1.5. Teneur totale en flavonoides ( pour I’infusion)
L'analyse des données révéle une différence notable dans la teneur en flavonoides pour

I’infusion des écorces de la plante. ( Fig. 15)
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Fig. 15. Variation de la teneur totale en composeés flavonoides dans les extraits d’infusion des
écorces de Punica granatum L.

On observe une augmentation progressive et marquée de la teneur en flavonoides avec
1’augmentation de la concentration. A la plus faible concentration (2,5 mg/mL), la teneur est
d’environ 0,2 mg QE/mL, tandis qu’a la concentration la plus élevée (20 mg/mL), elle atteint
un peu plus de 1 mg QE/mL. Cette évolution indique une relation dose-dépendante : plus la

concentration de 1’extrait est élevée, plus la quantité de flavonoides extraite est importante.

3.1.6. Teneur totale en tanins ( les écorces)
L'analyse des données révele une différence notable dans la teneur en tanins entre les

extraits aqueux et éthanoliques de la plante. ( Fig. 16)
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Fig. 16. Variation de la teneur totale en tanins dans les extraits aqueux et éthanoliques des
écorces de Punica granatum L.

On remarque que, pour la plupart des concentrations, I’extrait aqueux présente une teneur
en tanins supérieure a celle de I’extrait éthanolique. Cette différence est particuliérement
marquée a 1 mg/mL et 2 mg/mL, ou I’extrait aqueux atteint respectivement environ 32 mg
TAE/mL et 23 mg TAE/mL, contre environ 18 mg TAE/mL et 10 mg TAE/mL pour I’extrait
éthanolique. A 1,5 mg/mL, I’extrait aqueux conserve une teneur en tanins nettement plus

¢levée, tandis que I’extrait éthanolique affiche une valeur minimale.

3.1.7. Teneur totale en tanins ( pour ’infusion)
L'analyse des données révéle une différence notable dans la teneur en tanins pour

I’infusion des écorces de la plante. ( Fig. 17)
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Fig. 17. Variation de la teneur totale en tanins dans les extraits d’infusion des écorces de
Punica granatum L.

La teneur en tanins des infusions d'écorces de grenadier augmente progressivement de 20
a 70 mg TAE/mL lorsque la concentration passe de 2,5 a 20 mg/mL. Cette croissance dose-

dépendante révele une extraction efficace des polyphénols.

3.2. Evaluation des composés phytochimiques pour les feuilles
3. 2.1. Teneur totale en composés phénoliques (les feuilles)
L'examen des données révele une différence notable dans la teneur totale en composés

phénoliques entre les extraits de plantes aqueux et éthanoliques aux différentes concentrations
étudiées. ( Fig. 18)
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Fig. 18. Variation de la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits aqueux et
éthanoliques de feuilles de Punica granatum L.

Les extraits ethanoliques de feuilles montrent des teneurs en polyphénols plus élevées que
les aqueux a toutes concentrations testées (0,25-2 mg/mL). La quantité de polyphénols

augmente avec la concentration

3. 2. 2. Teneur totale en composés phénoliques (pour I’infusion)
Effet de la concentration sur la teneur en polyphénols (exprimée en mg CAE/mL) dans

une infusion d'écorces. ( Fig. 19)
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Fig. 19. Variation de la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits d’infusion des
feuilles de Punica granatum L.

L'infusion de feuilles montre une teneur croissante en polyphénols (exprimée en mg
GAE/mL) avec l'augmentation de la concentration (2,5 a 20 mg/mL). Les valeurs maximales

atteintes suggerent une bonne extraction des composés phénoliques.

3. 2. 3. Teneur totale en flavonoides ( les feuilles)
L'analyse des données révéle une différence notable dans la teneur en flavonoides entre

les extraits aqueux et éthanoliques de la plante. ( Fig. 20)
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Fig. 20. Variation de la teneur en flavonoides dans les extraits aqueux et éthanoliques de

feuilles de Punica granatum L.

Les extraits éthanoliques présentent des teneurs en polyphénols systématiquement plus

élevées que les aqueux (0,14 vs 0,06 mg GAE/mL a 2 mg/mL). La concentration en polyphénols

augmente proportionnellement avec la concentration d'extrait pour les deux solvants.

3. 2. 4. Teneur totale en flavonoides ( pour I’infusion)
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Fig. 21. Variation de la teneur totale en flavonoides dans les extraits d’infusion des feuilles de

Punica granatum L.
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La teneur en flavonoides augmente significativement entre 2,5 mg/ml et 5 mg/ml. Elle
reste stable entre 5 mg/ml et 10 mg/ml. A 20 mg/ml, la concentration chute fortement. Cela

suggere une efficacité optimale a des concentrations modérées.

3. 2. 5. Teneur totale en tanins ( les feuilles)

L'analyse des données révele une différence notable dans la teneur en tanins entre les extraits
aqueux et éthanoliques de la plante. ( Fig. 22)
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Fig. 22. Variation de la teneur totale en tanins dans les extraits aqueux et éthanoliques des
feuilles de Punica granatum L.

L’extrait aqueux présente une teneur en tanins significativement plus élevée que I’extrait
éthanolique a toutes les concentrations testées. Le pic est observé a 0,25 mg/ml et 1,5 mg/ml
pour I’extrait aqueux. L’extrait éthanolique montre une variation modérée sans tendance claire.

Ces résultats suggérent une meilleure extraction des tanins par 1’eau.

3. 2. 6. Teneur totale en tanins ( pour I’infusion)
L'analyse des données révéle une différence notable dans la teneur en tanins pour

I’infusion des écorces de la plante. ( Fig. 23)
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Fig. 23. Variation de la teneur totale en tanins dans les extraits d’infusion des feuilles de
Punica granatum L.

La teneur en tanins augmente jusqu'a 5 mg/ml, ou elle atteint un maximum. Au-dela de
cette concentration, une diminution progressive est observée. La variation est modérée entre 10
mg/ml et 20 mg/ml. Ces données suggérent une solubilité optimale des tanins a concentration

moyenne.

4. Evaluation de la cytotoxicité ( les écorces)

4.1.1. Morphométrie racinaire pour les écorces
- Nombre des ragines

Le nombre de racines d'Allium cepa a été mesuré pour chaque traitement, avant et apres

I'ajout des extraits végétaux au milieu de culture.( Fig. 24)
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Fig. 24. Nombre de racines avant et apres traitement avec des extraits végétaux

Le nombre de racines augmente légerement apres traitement dans la plupart des
concentrations, que ce soit pour les extraits aqueux ou éthanoliques des écorces. Les extraits
éthanoliques semblent induire une élévation plus marquée du nombre de racines a partir de 0,5
mg/mL. Les extraits aqueux montrent un effet plus modéré et constant. Les témoins positif (CP)
et négatif (CN) conservent un développement racinaire supérieur.

- Nombre des racines pour I’infusion

Le nombre de racines d'Allium cepa a été mesuré pour chaque traitement, avant et apres

l'ajout de I’infusion des extraits végétaux au milieu de culture.( Fig. 25).
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Fig. 25. Nombre de racines avant et apres traitement avec des extraits d’écorce de I’infusion

L’infusion des écorces de Punica granatum L. induit une légéere augmentation du nombre
de racines aprés traitement, comparée aux valeurs initiales. A 2,5 mg/mL, le nombre de racines
passe d’environ 11 a 13, tandis qu’a 5 mg/mL, il augmente de 15 a 18, indiquant une meilleure
stimulation & cette dose. A 10 mg/mL, le nombre de racines évolue de 13 a 17, tandis qu’a 20
mg/mL, la croissance reste plus faible (de 14 a 15). Ces resultats suggérent une activité de

stimulation racinaire modérée, avec un effet optimal entre 5 et 10 mg/mL.

- Longeur des ragines

De méme, la longueur des racines a été mesurée avant et apres l'ajout des extraits

vegétaux (les écorces), (Fig. 26).
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Fig. 26. Longueur des racines avant et apres traitement avec des extraits d’écorces.

Ce graphique compare I'effet des extraits aqueux et éthanolique d'écorces sur la longueur
initiale et finale des racines. Les deux extraits augmentent la longueur des racines. L'extrait
aqueux a 0,25 mg/ml et l'extrait éthanoligue a 1 mg/ml montrent les plus grandes
augmentations. Les contréles (CN et CP) présentent également une augmentation de la longueur

des racines.

- Longeur des racines pour I’infusion
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De méme, la longueur des racines a été mesuree avant et apres I'ajout des extraits végétaux de
I’infusion. (Fig. 27)

M longueur des ragines initial longueur des racines final

40 -
_—
E 35 - =

— T

o
= 30 - _
&
8 25 -
E
@ 20 -
=

15 -
5
= 10 ~
2
@ 5 1
—

0 T T T 1

2,5 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml 20mg / ml

Concentration (mg/ml)

Fig. 27. Longueur des racines avant et apres traitement par I’infusion des extraits d’écorces.

Ce graphique montre que la longueur finale des racines est toujours supérieure a la longueur
initiale pour toutes les concentrations d'infusion d'écorces. L'infusion a 5 mg/ml semble induire

la plus grande augmentation de longueur.
4.2.1. Morphométrie racinaire pour les feuilles

- Nombre des ragines

Le nombre de racines d'Allium cepa a été mesuré pour chaque traitement, avant et apres

I'ajout des extraits des feuilles de Punica granatum L au milieu de culture.( Fig. 28)
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Fig. 28. Nombre de racines avant et apres traitement avec des extraits des feuilles.

Le nombre de racines finales augmente avec certaines concentrations des extraits. Pour
I’extrait aqueux, la concentration de 0,5 % montre la plus forte augmentation du nombre de
racines. A partir de 1 %, une légére diminution est observée. Pour I’extrait éthanolique, la
concentration de 1 % stimule fortement I’enracinement, A la concentration de 1,5 mg/ml,
I’extrait éthanolique montre une stimulation marquée du nombre de racines finales, légérement
inférieure a celle observée a 1 mg/ml. Les concentrations 0,25 % et 2 % donnent des résultats

plus modérés. Les témoins montrent une croissance plus faible comparée aux extraits.

- Nombre des racines pour I’infusion

Le nombre de racines d'Allium cepa a été mesuré pour chaque traitement, avant et aprés

l'ajout de I’infusion des extraits végétaux (les feuilles) au milieu de culture.( Fig. 29)
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Fig. 29. Nombre de racines avant et apres traitement par 1’infusion des extraits des feuilles.

Ce graphique compare le nombre initial et final de racines apres traitement avec différentes

concentrations d'infusion. A 2,5 mg/ml, le nombre de racines reste relativement stable. A 5

mg/ml, le nombre de racines diminue significativement. Aux concentrations de 10 mg/ml et 20

mg/ml, le nombre de racines initial et final est similaire et plus élevé qu'a 5 mg/ml.

- Longeur des ragines

La longueur des racines a été mesurée avant et apres I'ajout des extraits végétaux (les
feuilles), (Fig. 30).
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Fig. 30. Longueur des racines avant et apres traitement avec des extraits des feuilles.

Ce graphique compare l'effet des extraits aqueux et éthanolique sur la longueur initiale et
finale des racines. Pour l'extrait aqueux, la longueur finale des racines est généralement
supérieure a la longueur initiale. Pour I'extrait éthanolique, la longueur finale est également
supérieure a l'initiale, avec une variabilité similaire. Les contrdles (CN et CP) montrent des

longueurs finales supérieures aux initiales.

- Longeur des racgines pour I’infusion

De méme, la longueur des racines a été mesurée avant et apres I'ajout des extraits

végétaux ( les feuilles ) de I’infusion. (Fig. 31)
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Fig. 31. Longueur des racines avant et aprés traitement par 1’infusion des extraits des feuilles

On observe que l'augmentation de la longueur des racines s'est deroulée de maniere

normale (ou saine) a toutes les concentrations de I’infusion.
4.3.1. Phases cellulaires ( les écorces)
- Indice mitotique

L'analyse des données a demontré que les extraits de Punica granatum L ont exercé un
effet significatif sur I'indice mitotique des cellules meristimatique d'Alium cepa. le taux de

I'indice mitotique a flactué en fonction des concentration et du type d'extrait utilisé (Fig. 32).
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Fig. 32. Effet des extraits de Punica granatum L (les écorces) sur I'lM et les phases mitotiques
dans les cellules racinaires d'Allium cepa.

L’indice mitotique varie significativement selon la concentration et le type d’extrait.
L’extrait aqueux présente une activité mitotique plus marquée, atteignant un maximum de prés
de 30 % a 1 mg/mL, alors que I’extrait éthanolique reste globalement plus modéré, avec un pic

autour de 20 % a 1 mg/mL. Aux concentrations elevées (1,5 et 2 mg/mL), une baisse nette est
observée.

- Prophase
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L'analyse des données a montré que le nombre de cellules en prophase -était
significativement plus élevé dans tous les traitements. 1l apparait que les extraits de P. granatum

I n'ont pas affecté le nombre de cellules en prophase (Fig.33).
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Fig. 33. Effet des extraits de Punica granatum L sur la prophase dans les cellules racinaires
d'Allium cepa.

Le pourcentage de cellules en prophase augmente progressivement avec la concentration
des extraits. L’extrait aqueux atteint un maximum d’environ 100 % a 1,5 et 2 mg/mL. L’extrait
éthanolique présente une tendance similaire avec des valeurs proches. Les témoins affichent

des pourcentages inférieurs, notamment le témoin négatif autour de 65 %.

- Métaphase

Les extraits de Punica granatum L altérent la progression mitotique, avec un effet lié a la

concentration et au type d'extraction. ( Fig. 34).
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Fig. 34. Effet des extraits de Punica granatum L sur la métaphase dans les cellules racinaires
d'Allium cepa.

Le pourcentage de cellules en métaphase diminue avec 1’augmentation des concentrations
des extraits. Les valeurs maximales sont observées a 0,5 mg/mL pour les deux extraits (~17 %).
A partir de 1 mg/mL, les pourcentages chutent nettement. Le témoin négatif présente la valeur

la plus ¢élevée (~16 %), tandis que le témoin positif affiche une valeur intermédiaire (~10 %).

- Anaphase

L'extrait de Punica granatum L a affecté de maniére significative la phase anaphasique des
cellules méristématiques racinaires d'A. cepa. A mesure que la concentration de l'extrait
augmente, le nombre de cellules en anaphase diminue (Fig. 35).
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Fig. 35. Effet des extraits de Punica granatum L sur I’anaphase dans les cellules racinaires
d'Allium cepa.

Le graphique illustre 1’effet des extraits éthanolique et aqueux de Punica granatum sur la
fréquence des cellules en phase anaphasique selon différentes concentrations. On observe une
diminution progressive du pourcentage de cellules en anaphase avec I’augmentation des doses,
notamment pour I’extrait éthanolique. A la concentration de 0,25 %, ce dernier présente la
fréquence anaphasique la plus élevée, tandis qu’a partir de 1 %, cette fréquence devient faible
pour les deux extraits. Il convient également de noter I’absence de résultats pour 1’extrait

aqueux a la concentration de 1,5 %.

- Télophase

L'extrait de Punica granatum L. a significativement perturbé la phase télophasique des
cellules méristématiques racinaires d'A. cepa, avec une diminution marquée du nombre de

cellules en télophase a des concentrations croissantes (Fig. 36).
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Fig. 36. Effet des extraits de Punica granatum L sur la télophase dans les cellules racinaires
d'Allium cepa.

Le pourcentage de télophase diminue progressivement avec |’augmentation des
concentrations pour les deux extraits. L’extrait aqueux présente les pourcentages les plus €levés
a faibles doses (0,25-0,5 mg/mL), chutant ensuite a zéro. L’extrait éthanolique affiche une
diminution plus réguliere, sans suppression compléte. Les témoins montrent des valeurs

nettement supérieures, notamment pour le contrdle négatif.

- Prophase

Le graphique montre une variation du pourcentage de cellules en prophase en fonction de

la concentration d'infusion, avec des différences notables entre les groupes c+ et c-, ( Fig. 38).
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Fig. 38. Effet de différentes concentrations d'extrait sur la fréquence des cellules en prophase
dans les méristemes racinaires d'Allium cepa.

Le pourcentage de cellules en prophase atteint 100 % aux concentrations de 2,5 et 5 mg/mL,
Une diminution notable est observée a 10 et 20 mg/mL, avec des valeurs proches de celles des

témoins.

- Télophase
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Fig. 41. Effet de differentes concentrations d'extrait sur la fréquence des cellules en télophase
dans les méristemes racinaires d'Allium cepa.
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Les pourcentages de télophase sont nuls pour toutes les concentrations de 1’infusion testée,
tandis qu’ils atteignent environ 3 % pour le témoin positif et 7 % pour le témoin négatif,

indiquant une réduction marquée des cellules en télophase dans les échantillons traités.

4.4.1. Phases cellulaires ( les feuilles)

- Prophase

L'analyse des données a révélé que le nombre de cellules en prophase était
significativement plus élevé dans tous les traitements. Il semble que les extraits de Punica

granatum | n'aient pas affecté le nombre de cellules en prophase ( Fig. 43).
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Fig. 43. Effet des extraits de Punica granatum L sur la prophase dans les cellules racinaires
d'Allium cepa.

Le pourcentage de cellules en prophase est élevé pour les deux extraits, en particulier entre
1 et 2 mg/ml. L’extrait éthanolique atteint un maximum a 1,5 mg/ml (~98 %), dépassant

nettement les témoins. L’extrait aqueux reste également ¢élevé, avoisinant les 90 %.
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- Telophase

L'extrait de p. granatum | réduit le nombre de cellules en télophase d'A. cepa de maniere

dose-dépendante, ( Fig. 46).
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Fig. 46. Effet de différentes concentrations d'extrait sur la fréquence des cellules en télophase
dans les méristemes racinaires d'Allium cepa.

Le pourcentage de télophase diminue avec I’augmentation des concentrations pour les deux
extraits. A 0,25 mg/ml, les extraits éthanolique et aqueux affichent respectivement environ
6,8 % et 1,5 %, puis chutent 4 moins de 2 % & 1,5 mg/ml. A 2 mg/ml, les valeurs restent faibles.
Les témoins montrent des taux plus €levés, en particulier le témoin négatif (C—) avec plus de

7 %, indiquant une altération du déroulement mitotique sous 1’effet des extraits.

- Prophase
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Fig. 48. Effet de différentes concentrations d'extrait sur la fréquence des cellules en prophase
dans les méristemes racinaires d'Allium cepa.

Le pourcentage de cellules en prophase augmente avec la concentration, atteignant un pic
a 5 mg/ml. Les valeurs restent élevées aux concentrations supérieures. Le témoin positif (c+)
montre une valeur intermédiaire. Le témoin négatif (c—) présente le pourcentage le plus bas.

L’infusion influence nettement la répartition des phases mitotiques.
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Fig. 51. Effet de différentes concentrations d'extrait sur la frequence des cellules en télophase
dans les méristemes racinaires d'Allium cepa.
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Ce graphique illustre que I'infusion a 2,5 mg/ml induit le pourcentage de télophase le plus
élevé parmi les concentrations testées. La concentration de 5 mg/ml n'a pas de données
représentées. Les concentrations de 10 mg/ml et 20 mg/ml montrent une diminution
significative de la télophase. Le contrble négatif (c-) présente le pourcentage de télophase le

plus élevé globalement, tandis que le contr6le positif (c+) affiche un pourcentage intermédiaire.

5. Evaluation de la génotoxicité

- les feuilles

Les anomalies chromosomiques globales dans les pointes racinaires d’A. cepa ont été
observées au microscope apres traitement avec les extraits de P. granatum I. L’analyse des
données a révélé que les extraits aqueux, ¢€thanolique et 1’infusion avaient des effets
significatifs sur les chromosomes des pointes racinaires d’A. cepa. L’extrait éthanolique a induit

plus d’aberrations que 1’extrait aqueux.

L'étude met en évidence des signatures d'aberrations chromosomiques spécifiques a chaque
condition expérimentale. En conditions témoins, Le controle négatif présente 48 aberrations,
principalement des polyploidies (27,1%, 13 cas) et des adhérences métaphasiques (25%, 12

cas).

Le contrble positif montre 43 aberrations dominées par les perturbations d'anaphase
(30,2%, 13 cas). L'extrait aqueux a 0,25 mg/ml induit 112 aberrations, avec une forte proportion
de polyploidies (38,4%, 43 cas) et de C-métaphases (25,9%, 29 cas).

L'extrait éthanolique a 2 mg/ml génére 121 aberrations, marquées par des C-métaphases
(47,9%, 58 cas) et des polyploidies (45,5%, 55 cas). Les infusions présentent des profils
variables, avec par exemple a 2,5 mg/ml 61 aberrations comprenant 21,3% de stickiness (13

cas) et 18% de micronoyaux (11 cas).

Ces résultats mettent en évidence que les extraits aqueux et éthanoliques affectent
principalement la ségrégation chromosomique, tandis que les infusions perturbent davantage la

cohésion chromatidienne.
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5. Evaluation de la génotoxicité

- les écorces

Aussi pour les écorces on a des signatures d'aberrations chromosomiques spécifiques a
chaque condition expérimentale. En conditions témoins . Le contrble négatif présente 48
aberrations, principalement des polyploidies (27,1%) et des adhérences métaphasiques (25%),
tandis que le contrdle positif montre 43 aberrations dominées par les perturbations d'anaphase
(30,2%).

L'extrait aqueux induit le maximum d'aberrations a 1,5 mg/ml (70 cas) avec une
prédominance de micronoyaux (67,1%), alors qu'a 0,25 mg/ml on observe principalement des
polyploidies (41%).

L'extrait éthanolique présente une augmentation dose-dépendante des aberrations,
culminant a 2 mg/ml (110 cas) avec une forte incidence de stickiness (80,9%) et de

micronoyaux (49,1%).

Les infusions montrent une génotoxicité plus modérée, avec un maximum de 41 aberrations
a 10 mg/ml, caractérisées par des polyploidies (43,9%) et des micronoyaux (41,5%). La
comparaison des extraits révele que I'extrait éthanolique a haute concentration est le plus
génotoxique, induisant principalement des anomalies de cohésion chromatidienne (stickiness),
tandis que I'extrait aqueux affecte davantage la ségrégation chromosomique (polyploidies,
micronoyaux). Les infusions présentent une génotoxicité intermédiaire avec un profil mixte

d'aberrations



Discussion
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Discussion

L’usage des plantes médicinales pour la prévention et le traitement des maladies humaines
connait un regain d’intérét a 1’échelle mondiale, tant dans les pays en développement, ou elles
constituent souvent le principal recours thérapeutique, que dans les pays industrialisés, ou elles
sont percues comme des alternatives naturelles aux médicaments de synthese. (Launay, 2017)
Cette popularité est favorisée par la diversité des métabolites secondaires bioactifs qu’elles
contiennent, notamment les polyphénols, flavonoides et tanins, reconnus pour leurs effets
bénéfiques sur la santé. Cependant, en raison de leur usage souvent empirique et non

réglementé, il est crucial d’évaluer rigoureusement leur innocuité . (Derbel & Ghedira, 2005)

Le grenadier, Punica granatum L., est particulierement valorisé pour ses propriétés
pharmacologiques multiples : antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes ou
anticancéreuses, (Ismail et al., 2012) , liés a sa concentration en tanins hydrolysables
(notamment punicalagine et acide ellagique), flavonoides et autres polyphénols. (Valero-
Mendoza et al., 2022), Cependant, certains de ces composeés, a hautes concentrations ou extraits
via des solvants spécifiques, peuvent interagir avec le matériel génétique ou perturber les
processus cellulaires, révélant un potentiel cytogenotoxique insuffisamment documenté
(Akinboro & Bakare, 2007).

Dans un premier temps, une enquéte ethnopharmacologique menée aupres de vendeurs et
de praticiens traditionnels a permis de recenser les usages populaires du grenadier (Punica
granatum), notamment pour le traitement des troubles digestifs, des inflammations et des
infections. Ces données ont mis en évidence une valorisation fréquente des écorces et des
feuilles dans les préparations médicinales locales. Ainsi, notre étude vise a évaluer la sécurité
cytogénotoxique des extraits aqueux et éthanoliques d’écorces et de feuilles de grenadier. A
travers le test Allium cepa, modéle éprouvé pour détecter des effets mutagénes, nous avons
cherché a observer des perturbations mitotiques, des aberrations chromosomiques et des
modifications de I’indice mitotique. Ces résultats ont ensuite été mis en relation avec des
données phytochimiques afin de proposer une interprétation mécanistique selon la nature

d’extraction, la partie de la plante utilisée et la concentration testée.
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Les résultats ethnopharmacologiques obtenus dans cette ¢tude, mettant en avant I’'usage du
grenadier (Punica granatum) pour les troubles digestifs, les inflammations et les infections,
sont confirmés par des recherches in vitro et in vivo. BenSaad et al. (2017), montrent clairement
que l’ellagic acid, 1’acide gallique et la punicalagine A&B réduisent significativement la
production de NO, PGE-2 et IL-6 dans les macrophages RAW 264.7 stimulés par LPS. Une
autre étude menée par Mastrogiovanni et al. (2019) a confirmé les effets anti-inflammatoires
des extraits de pelure de grenade (PPE) a une concentration de 5 pg/mL, en montrant une
réduction significative de la sécrétion de CXCL8/IL-8 dans des cellules Caco-2 stimulées par
le TNF, ainsi que dans des explants coliques porcins exposés au LPS. L’étude a également mis
en évidence une suppression de I’expression génique des cytokines pro-inflammatoires IL1A
(p<0,05) et IL6 (p<0,01) dans les tissus ex vivo, suggérant un potentiel effet
anti-inflammatoire intestinal des extraits de grenade dans des modeles humains et animaux. Sur
le plan digestif, Zhao et al. (2018) ont confirmé ces propriétés antidiarrhéiques en utilisant une
fraction éthanoique enrichie en punicalagine, corilagine et acide ellagique a des doses de 100 a
400 mg/kg, réduisant notablement le transit intestinal et I’entéropooling. Enfin, I’activité
gastroprotectrice a eté confirmée in vivo : Yaseen et al. (2023) ont montré que le jus de pelure
de grenade réduit significativement les ulcéres gastriques induits par I’indométhacine chez le
rat, en diminuant I’acidité et le volume de suc gastrique, tout en augmentant la production de
mucus et en préservant 1’intégrité de la muqueuse. Ainsi, ces études expérimentales récentes et
validées renforcent les propriétés digestives, anti-inflammatoires et antimicrobiennes du
grenadier, confirmant son utilisation traditionnelle dans le traitement des affections digestives

et inflammatoires.

L’extraction phytothérapeutique repose essentiellement sur le choix du solvant, qui
conditionne la nature et la quantité des métabolites secondaires extraits. (Jones & Kinghorn,
2012), Dans notre étude, deux types d’extraits ont été préparés a partir des feuilles et des écorces
de Punica granatum L. : un extrait aqueux et un extrait éthanolique a 70 %, chacun ayant des
caractéristiques chimiques distinctes et, par conséquent, des effets biologiques potentiellement
différents. (Yietal., 2012)

L’extrait aqueux, obtenu par macération de la poudre végétale dans de 1’eau distillée,
permet I’extraction préférentielle des composés hydrosolubles et hautement polaires tels que

les tanins hydrolysables, flavonoides glycosylés, et certains acides phénoliques. (Ng et al.,
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2020) Ces composés sont traditionnellement associés a des effets antioxydants, astringents et
anti-inflammatoires. (Bekara et al., 2016), Toutefois, en raison de sa forte polarité, I’eau n’est
pas un solvant efficace pour extraire les composés lipophiles, ce qui peut limiter la diversité
chimique de I’extrait et réduire, dans certains cas, sa puissance biologique. (Ochoa & Raul,
2005).

En revanche, 1’extrait éthanolique (70 % éthanol) permet d’extraire une gamme beaucoup
plus large de métabolites, en particulier les composés a polarité intermédiaire, comme les
flavonoides aglycones, les acides phénoliques libres, les stérols, alcaloides, terpénoides. (Abaza
etal., 2011), L éthanol, en tant que solvant organique semi-polaire, favorise 1’extraction de ces
molécules bioactives, souvent responsables d’une activité antioxydante, antimicrobienne, ou
cytotoxique plus marquée. (Krimat et al., 2017) C’est pourquoi I’extrait éthanolique est
généralement considéré comme plus concentré en principes actifs, bien que son utilisation
nécessite une évaporation soigneuse du solvant pour éviter toute toxicité résiduelle. (Bauer &
Burgot, 2001).

Les différences observées entre les deux extraits au niveau de I’activité cytogénotoxique
peuvent donc étre directement corrélées a leur profil chimique respectif. Tandis que 1’extrait
aqueux tend a présenter une activité biologique plus modérée, en raison de sa richesse en tanins
hydrosolubles et en flavonoides simples, il demeure toutefois plus sensible aux contaminations
microbiologiques. En effet, I’activité de I’eau (aw) joue un rdle clé dans la stabilité des extraits
végétaux, influencant fortement la croissance microbienne ainsi que la production éventuelle
de métabolites secondaires indésirables. (Beuchat, 2017), I’extrait éthanolique, plus riche en
polyphénols complexes et en molécules lipophiles, peut exercer une action plus intense sur la
division cellulaire, incluant des effets cytotoxiques ou génotoxiques potentiels lorsqu’il est

utilisé a forte concentration. (Cruz et al., 2016)

L’extrait éthanolique extrait une quantité plus élevée de polyphénols aux faibles et
moyennes concentrations, atteignant un pic a 2 mg/mL, La teneur en composés phénoliques
augmente proportionnellement a I'élévation des concentrations de I'extrait. Selon Haimoud et
al. (2022), il a éte confirmeé que les extraits éthanoliques présentent généralement des teneurs
plus élevées en polyphénols que les extraits aqueux, notamment a des concentrations élevées.
Les études menées par Sreedevi et al. (2017) ainsi que Yu et al. (2021) démontrent que P.

granatum | ( feuilles et écorces ) est riche en composés phénoliques. La teneur en polyphénols
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totaux mesurée dans notre étude pour 1’extrait éthanolique des écorces et feuilles de Punica
granatum L. est de 0,52 + 0.04 mg EAG/mL pour les écorces , et pour les feuilles aussi 0,52 +
0.02 mg EAG/mL a une concentration d’extrait de 2 mg/mL. En comparaison, Sreedevi et al.
(2017) ont rapporté une teneur beaucoup plus éleveée, avec 394,16 + 0,76 mg EAG/g d’extrait
sec pour des extraits d’écorce de grenade. Ces valeurs pourraient résulter d'une méthode

d'extraction plus efficace ou d'une variété de grenadier naturellement plus riche en flavonoides.

Pour les infusions, la teneur en polyphénols augmente également avec la concentration,
atteignant un maximum d’environ 0,68 + 0.02 mg EAG/mL pour les écorces et 0,57 + 0.02 mg
EAG/mL pour les feuilles a 20 mg/mL. Cela montre que méme les méthodes d’extraction
traditionnelles comme 1’infusion permettent une récupération significative des polyphénols, ce
qui est important pour la valorisation des extraits dans des applications alimentaires ou

médicinales.

Les flavonoides, sous-classe importante des polyphénols (Ku et al., 2020), suivent une
tendance similaire. Les extraits éthanoliques contiennent plus de flavonoides que les extraits
aqueux, avec une différence qui s’accentue aux concentrations ¢élevées. Cette observation
confirme que [’éthanol est plus adapté pour extraire ces composés, souvent moins
hydrosolubles. Pour les infusions, la teneur en flavonoides augmente progressivement jusqu’a
1.07 £ 0.06 mg QE/mL pour les écorces et 0.56 £ 0.005 mg QE/mL pour les feuilles. et de
maniére dose-dépendante jusqu’a une concentration modérée (5 mg/mL), avant de diminuer a
20 mg/mL dans les feuilles suggérant une possible saturation ou dégradation des flavonoides
a forte concentration. Dans notre étude, la teneur maximale en flavonoides des extraits
éthanoliques de Punica granatum L des écorces atteint environ 0,2 £ 0.01 mg QE/mL a 2
mg/mL. Et pour les feuilles 0,08 £ 0.01 mg QE/mL a 2 mg/mL dans I’extrait éthanolique. Ces
valeurs sont remarquablement faibles comparées a d’autres études : par exemple, Zhang et al.
(2023) .ont quantifié les feuilles de grenadier a 84 + 0.55 mg RE/g poids frais. En parallele, une
autre étude de Samira et al. (2019) indique des teneurs en flavonoides de 25,9-30,8 mg EC/g
dans I’écorce de Punica granatum. Les faibles teneurs en flavonoides obtenues dans notre étude
peuvent s’expliquer par la faible concentration de I’extrait (2mg/mL) et l'absence de
concentration ou de séchage préalable, contrairement aux études de Zhang et al. (2023) et

Samira et al. (2019) qui ont travaillé sur des extraits secs ou fortement concentrés.

61



Discussion

L’analyse des données met en évidence une différence marquée dans la teneur en tanins
entre les extraits aqueux et éthanoliques de Punica granatum L., aussi bien pour les écorces que
pour les feuilles. Pour les écorces, 1’extrait aqueux présente systématiquement des teneurs en
tanins supérieures a celles de I’extrait éthanolique, notamment aux concentrations de 1 mg/mL
et 2 mg/mL, ou les valeurs atteignent respectivement 31.62 + 2.74 mg TAE/mL, contre 17.34
+ 1.98 mg TAE/mL pour I’extrait éthanolique. Cette supériorité de I’extraction aqueuse
s’explique par la nature hydrophile des tanins, qui favorise leur solubilité dans I’eau. En
comparaison, Abid et al. (2017) ont rapporté que I’extrait aqueux de peaux de grenade
tunisiennes contenait jusqu’a 236.69 + 0.12 mg TAE/g d’extrait sec, contre seulement 129.20
+ 0.27 mg TAE/g avec 1’éthanol. Ainsi, bien que nos extraits soient dilués (2 mg/mL), leur
richesse relative en tanins reste cohérente avec les tendances observées dans la littérature,

confirmant la supériorité¢ de I’eau comme solvant d’extraction des tanins.

Pour les feuilles, la tendance reste similaire : I’extrait aqueux affiche des teneurs en tanins
nettement supérieures a I’extrait éthanolique a toutes les concentrations testées, avec des pics
observés a 0,25 mg/mL et 1,5 mg/mL. Dans le cas des infusions d’écorces et des feuilles, la
concentration maximale en tanins atteint jusqu’a 70 mg TAE/mL a une concentration d’extrait
de 20 mg/mL pour I’ écorces et 5 mg/mL dans les feuilles, démontrant clairement 1’efficacité
de I’eau chaude pour libérer ces composés. Cette valeur élevée souligne non seulement la
richesse en tanins des écorces, mais aussi la capacité de I’infusion a extraire efficacement ces

molécules. (De Carvalho Rodrigues et al., 2015)

Les extraits de feuilles et d’écorces de Punica granatum L. influencent de maniére variable
la croissance racinaire d’Allium cepa, selon le type d’extrait (aqueux, éthanolique, infusion) et
la concentration appliquée. Une augmentation modérée du nombre de racines est observée apres
traitement, notamment avec les extraits éthanoliques d’écorces (pic a 0,5 mg/mL) et de feuilles
(pic a 1 %), traduisant une stimulation de I’initiation racinaire. L’infusion des écorces exerce
également un effet favorable, particuliérement entre 5 et 10 mg/mL. Concernant la longueur
des racines, les extraits aqueux et éthanoliques de feuilles et d’écorces entrainent une
amélioration notable, avec des effets maximaux a faibles concentrations (0,25 a 1 mg/mL).
L’infusion accentue aussi cet allongement, avec un effet optimal observé a 5 mg/mL. Ces

réponses biologiques suggérent I’implication de composés bioactifs tels que les polyphénols,
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flavonoides et tanins, susceptibles d’agir sur la division et 1’élongation cellulaires, (Gaspar et
al., 2016) via des mécanismes hormonaux (notamment auxines et cytokinines) (W. Khan et al.,
2009). A des concentrations plus élevées, une stabilisation ou une 1égére inhibition de ces

parametres est observée, traduisant un effet dose-dépendant.

Les effets cytotoxiques des extraits aqueux et éthanoliques pour les deux organes, évalués
par le test d’Allium cepa, révélent une inhibition de la croissance dans tous les traitements.
L’extrait éthanolique présente I’effet cytotoxique le plus marqué comparé a I’extrait aqueux.
La concentration qui bloque les phases du cycle cellulaire est la quatrieme, soit 1.5 mg/mL.
Concernant la génotoxicité, I’extrait éthanolique induit davantage d’aberrations
chromosomiques a mesure que la concentration augmente. Ainsi, la concentration de 2 mg/mL

est celle qui provoque les dommages chromosomiques les plus importants.

Encore plusieurs étudesin vivoetin vitro ont été menées pour évaluer les effets
cytotoxiques et génotoxiques des extraits de P. granatum L, Selon les travaux rapportés dans
I’étude de (Mokgalaboni et al., 2023a), menés sur des modeles animaux de diabéte (induits
principalement par la streptozotocine ou un régime riche en graisses), [’administration
d’extraits de Punica granatum (sous forme de jus, poudre, écorce ou feuilles) comme Les
extraits de pelures ont été testés a des doses de 250 a 300 mg/kg pendant 4 semaines, entrainé
une réduction significative du stress oxydatif. Cette action s’est traduite par une diminution des
niveaux de ROS, MDA et TBARS, ainsi qu’une augmentation de I’activité des enzymes
antioxydantes telles que la SOD, la CAT, le GSH et la GPx. Parallelement, les marqueurs

inflammatoires tels que TNF-a, IL-6, IL-1p3, CRP et NF-xB ont également été réduits.

En 2023, Minutolo et al ont réalisé une étude in vitro portant sur les effets antioxydants et
antiprolifératifs d’un extrait aqueux de Punica granatum obtenu par cavitation
hydrodynamique. L’extrait fractionné (L-M3), riche en composés phénoliques, a été testé sur
la lignée tumorale mammaire humaine AU565-PAR ainsi que sur des cellules mononucléées
du sang périphérique (PBMC) de donneurs sains. Les résultats ont montré que la fraction L-M3
inhibait significativement la prolifération des cellules cancéreuses, réduisait la production

intracellulaire de ROS, tout en préservant ’intégrité des cellules normales. Ces observations
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soulignent le potentiel sélectif de cet extrait de grenade dans des approches thérapeutiques

anticancéreuses, avec un bon profil de tolérance cellulaire (Minutolo et al., 2023).

De récentes recherches confirment que divers phytocomposés peuvent induire des effets
cytogénétiques et cytotoxiques, mettant en évidence la nécessité d’évaluer la sécurité des
extraits végétaux. Par exemple, De Freitas et al. (2020) ont démontré que le flavonoide
licochalcone A, isolé de Glycyrrhiza spp., provoque une cytotoxicité significative dans les
cellules CHO a partir de 147 uM, et freine la division nucléaire dés 11,8 uM, tout en présentant
une activité génotoxique détectée par le test du cométe et la réduction de 1’indice de division
nucléaire. Des alcaloides comme la colchicine, ainsi que des agents apparentés comme
I’oryzalin, sont couramment utilisés pour induire la polyploidie in vitro et ex vitro chez de
nombreuses plantes médicinales. 1ls bloguent la formation des microtubules, provoquant la
duplication du matériel chromosomique chez des especes telles que Allium, Ajuga, Papaver ou
Stevia (Dhooghe et al., 2011 ; Tsai et al. (2021). Cette polyploidie est fréquemment associée a
une augmentation de la teneur en phénols, flavonoides et terpénoides, comme observé chez la
camomille, Plantago ou Wedelia chinensis, ce qui renforce la production de métabolites
médicinaux (Madani et al., 2021 ; Manzoor et al., 2019).

Dans notre étude pour les deux organes ( les feuilles et I’écorces), les aberrations
d’anaphase-télophase (telles que les ponts chromosomiques, chromosomes vagabonds et
perturbations de séparation) se sont révélées peu fréquentes dans les cellules traitées par les
extraits de feuilles de grenadier, tous solvants confondus. A titre d’exemple, méme aux
concentrations les plus actives (0,25 mg/ml), ces anomalies ne dépassent pas 5 cas isolés (ex. :
3 chromosomes vagabonds, 2 perturbations), contre 43 cas de polyploidie et 29 cas d’adhérence
chromosomique en métaphase. Cette prédominance des aberrations de type métaphasique ou
interphasique (micronoyaux, polyploidie, stickiness) indique que les extraits n’induisent que
faiblement des dommages directs au moment de la séparation des chromatides. Ces résultats
suggerent plutdt une action précoce sur I'organisation du fuseau mitotique ou la condensation
chromatinienne, sans altérer fortement les phases terminales de la mitose. Ce profil d'action est
en accord avec 1’étude de Rummun et al. (2022), qui ont démontré qu’un extrait de feuilles de

Punica granatum (PLE) induit une instabilit¢ chromosomique (CIN) dans des cellules
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humaines HT1080, marquée par la formation de micronoyaux, ponts nucléoplasmiques,

fuseaux multipolaires ainsi qu’une arrestation du cycle cellulaire en phase G2/M.

L’indice mitotique (IM) représente le pourcentage de cellules en division par rapport au nombre
total de cellules observées dans un tissu donné. Il constitue un indicateur essentiel de I’activité
proliférative cellulaire et permet d’évaluer la toxicité cytogénique de nombreuses substances,
notamment les extraits de plantes médicinales (Fenech, 2000). Une diminution significative de
I’indice mitotique est généralement interprétée comme une inhibition de la division cellulaire,
suggérant un stress génotoxique, un arrét du cycle cellulaire en phase G2 ou une perturbation
de la synthése de PADN (Leme & Marin-Morales, 2009). A ’inverse, une augmentation de
I’IM peut résulter d’une activation compensatoire de la prolifération ou d’un
dysfonctionnement des points de contrdle mitotiques, parfois li¢ a un effet aneugeéne (Tiirkoglu,
2008). L’essai Allium cepa, largement utilisé pour mesurer I’IM, constitue un test de référence

validé pour la biosurveillance environnementale et I’évaluation des extraits végétaux.
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Conclusion

De nombreuses plantes médicinales jouent un réle crucial dans les thérapies traditionnelles
a travers différentes cultures. Parmi celles-ci, Punica granatum L. (grenadier), largement
cultivé dans toute la région méditerranéenne, y compris en Algérie, est couramment utilisé en
médecine traditionnelle pour ses propriétés anti-inflammatoires, digestives et antidiarrhéiques
remarquables. Cependant, comme toutes les plantes médicinales, le grenadier peut présenter

certains effets indésirables qui nécessitent une attention particuliére.

Notre étude approfondie a évalué systématiquement a la fois le potentiel thérapeutique et
le profil de sécurité du P. granatum a travers des enquétes ethnopharmacologiques et des
analyses en laboratoire. Les résultats révelent que si les extraits aqueux et éthanoliques d'écorce
et de feuilles de grenadier présentent une valeur médicinale significative (avec des
concentrations plus élevées en polyphénols dans les extraits éthanoligues, atteignant 0,52 mg
GAE/mL), ils démontrent également des effets cytotoxiques et génotoxiques dose-dépendants
lors des tests sur Allium cepa. Notamment, I'extrait éthanolique a montré une toxicité plus
importante que les préparations aqueuses a des concentrations dépassant 1 mg/mL, se
manifestant principalement par des phénoménes de stickiness chromosomique et de formation

de micronoyaux.

Ces résultats soulignent que malgré les bienfaits thérapeutiques bien documentés du
grenadier, des précautions appropriées concernant le dosage et les méthodes de préparation sont
essentielles pour atténuer les risques potentiels. Des études plus approfondies sont clairement
nécessaires pour élucider complétement le profil toxicologique du P. granatum et établir des
lignes directrices pour une utilisation slre, en particulier pour des applications thérapeutiques
a long terme. Cette recherche apporte des informations précieuses sur la double nature du
grenadier, a la fois comme ressource médicinale et comme source potentielle de toxicité en cas

d'utilisation inappropriée.
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