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| ntroduction

Introduction
Depuis I’ Antiquité, les plantes médicinales sont largement utilisées pour résoudre les
problémes de la santé. Selon I’'OMS, plus de 80% de la population africaine a recours aux

plantes pour ses besoins en soins de santé (Sofowor a, 2010).

De nos jours le traitement par les plantes est reconnu pour sa facilité d utilisation et
son efficacité, en effet le développement des recherches des molécules actives d’origine
naturelle remplacent les produits et médicaments chimiques synthétiques qui présentent des
effets secondaires indésirables (Riahi et al., 2013).

Les éudes chimiques des plantes ont augmenté au cours de ces derniéres années, non
seulement pour isoler les principes actifs, mais aussi pour caractériser des métabolites
secondaires qui ont des intéréts multiples et qui sont mis a profit dans les industries
alimentaires, cosmétique et en pharmaceutique. Parmi ces composés on retrouve, les
flavonoides, les acides phénoliques, les tannins, les coumarines, les alcaloides et les
terpenes...etc. (Bahorun et al., 1996). Ces composés sont connus pour leur capacité
antioxydante trés importante, ils peuvent contribuer a la diminution du stress oxydatif. Ils
possedent aussi des propriétés pharmacol ogiques telles gu’ anti-inflammatoire, anal gésique.

Rhamnus alaternus appartenant a la famille des Rhamnacées a fait I'objet de
nombreuses indications thérapeutiques en médecine traditionnelle dans la région
méditerranéenne, comme le traitement des complications hépatiques, contre la jaunisse et
certaines affections dermatologique (Harrar, 2018). Il a é&é signalé que cette plante contient
principalement des composés phénoliques, qu'ils seraient responsables de plusieurs de ses

effets pharmacologiques (Rigane et al., 2013).

L’ objectif de la présente étude est de déterminer la composition phytochimique des
deux extraits méthanolique et décoction des écorces de Rhamnus alaternus d’'une part, et
d évauer leur I'activité antioxydant (in vitro) et leur capacité anti-inflammatoire et

analgésique (in vivo) d’ autre part.

En effet, ce manuscrit est réparti en trois chapitres, le premier chapitre donne un
apercu genéral de Rhamnus alaternus, du phénoméne du stress oxydatif et du pouvoir
antioxydant ainsi que de I’inflammation et des anti-inflammatoires. Le deuxieme chapitre est
consacré pour la description de I’ é&ude expérimentale. Tandis que le dernier chapitre résume

les résultats obtenus, ainsi que leur interprétation.

Y
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1. Synthesebibliographique
I.1. Apercu sur Rhamnus alaternus

Rhamnus alaternus, Mélilés en arabe local et Amliles en kabyle (Beloued, 2001)
est un arbrisseau de la famille des Rhamnaceae, qui comprend environ 50 genres et 900
espéces (Richardson et al., 2000). Cet arbuste pousse lentement mais peut vivre
jusqu’a 100 ans, généralement distribué dans tout le bassin méditerranéen, en Asie et en
Europe (Gulias et al., 2004). 1l se développe de fagcon spontanée sur les cotealx Secs et
calcaires bien ensoleillés dansles broussailles et foréts du Sud de la France, de la Corse,
del'Algérie et du Nord dela Tunisie (Ben Ammar et al., 2008).

R. alaternus possede différents noms vernaculaires en fonction des pays et des

régions (Annexe 1). Saclassification systématique est détaillée dansle Tableau |.

Tableau | : Classification botanique de R. alaternus (Yi-Ling et Pan-Kai, 1982)

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Reynosia
Sousgenre Rhamnus
Espece alaternus

[.1.1. Caractéristiques mor phologiques

Rhamnus alaternus est un arbuste ou arbrisseau indigene peut atteindre 4 a5 m de
hauteur pour 2 a3 m d’envergure, il est toujours vert, il se caractérise par une écorce verte
puis gris et lisse devient brun-noir, réche et gercé en travers avec le temps. Il porte des
feuilles aternes, ovoides-lancéol ées, pétiol ées et [uisantes, a bords cartilagineux dentés
et vertes des deux cotés. Quant a ses fleurs dles sont dioiques verdatres, petites et
unisexuées dépourvues de pétales et groupées en bouquets, apparaissent de janvier a Avril
(Beloued, 2001). Latige est dressée et rameuse, les rameaux sont glabres, aternes et

non épineux (Chancerel, 1920). Lefruit de cet arbuste est une baie de tres petit diametre
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(4-6 mm), peu charnu, de couleur rouge puis noire a maturité, la récolte des baies S effectue
en automne (Gulias et al., 2004).

[.1.2. Composition biochimiques

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de
R. alaternus ont fait I’objet de plusieurs études phytochimiques afin d’identifier leurs
principes actifs. En effe, les études sur les extrats de la partie agrienne et les racines ont
revéé laprésence de diverses quantités d anthraguinones, de coumarines, de tannins et
en particulier des flavonoides (Ben Ammar et al., 2008). Le tableau |l résume les

principaux composés biochimiques de ses différentes parties.

Tableau |1 : Les composés biochimiques de R. alaternus.

Partie Composé Référence
Flavonoides tri-glycosidiques : Kaempferol 3-O-B- (BenAmmar et al.,2009)

isorhamninoside, rhamnocitrin 3-O-B sorhamninos
ideet le rhamnetin -3- O-B- isorhamninoside.

Feviille Flavonoides aglycones : I'gpigénine, le Kaempferol (Abou-chaar et
et la quercétine Shamlian, 1980).
Anthraquinones aglycones : I'émodine, Alaternin, le
Physcion, Chrysophanol

Flavones hétéroside (Stocker et al., 2004).

Anthraquinones aglycones :Alaternin, le (Ben Guazela et al.,
Racine  Physcion, 2015)

I'émodine, Chrysophanol

Eau (68%), les mingraux (Fe, Mn, K, Ca, Mg, P, (Izhaki etal., 2002)

Cu), les lipides, protéines et des fibres (cdlulo se,

Fruit _ o
hémicellulose et lignine)
La rhamnoémodine et la shestérine (Beloued, 2001)
Anthraquinones aglycones : Alaternin, le (Abou-chaar et
Physcion, .

Ecorce Shamlian, 1980).

I'émodine, Chrysophanol (Beloued, 2001)

la rhamnicoside et la franguline
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[.1.3 Usagetraditionnel

R alaternus est une plante médicinae bien connue et utilisée depuis longtemps pour

le traitement de diverses maladies et en préparation culinaire. Le tableau 111 résume les

principales utilisations de ses différentes parties.

Tableau 111 : Usage traditionnel deR. alaternus.

Partie Principales utilisations

Référence

Purgatif et laxatif (Décoction)

Traitement de la jaunisse et les troubles hépatiques

provogué par e paludisme (fraichement)

(Moussi et al., 2015)

(Moussi et al., 2015)

Feuille
Gargarismes astringents contre les maux de gorge.
(infusion)
Purgatif et laxatif (Décoction) (Ait Youssef, 2006)
Fruit Employés en médecine vétéinare (Gubb, 1913)
Maladies dermatol ogiques (Nekkaa et al., 2021)
Traitement du diabéte (Ait Youssef, 2006)
Traitement de lajaunisse et |’ anémie(décoction) (Beloued, 2001)
Ecorce

Traitement des affections hépati ques(décoction)
Traitement des affections dermatologiques

(décoction)

(Ait Youssef, 2006)
(BenAmmar etal., 2008)

|.1.4 Activités biologiques

[.1.4.1 Activité antioxydant

Des études in vitro ont déemontré |e potentiel antioxydant de certains extraits de R.

alaternus liés a sa compostion en flavonoides et polyphénols qui ont la capacité de piéger

les radicaux libres (Ben ammar, et al., 2008 Bhouri et al., 2012). Ces composés sont

également connus pour leur activité inhibitrice de la peroxydation lipidique et la

chélation des métaux divalents ains les especes réactives de I'’oxygene (ERO)

(Aschok, 2001).
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[.1.4.2 Activité antimutagene

Des études antérieures ont montré que I’ extrait aqueux de R. alaternus possede
une propriété antimutagene qui se traduit par I'inhibition des agents mutagenes (I’ azoture
de sodium) dans le modele de Salmondla thyphimurium TA1535. Un effet qui est da
probablement & la présence des flavonoides et des tannins (Ben Ammar et al., 2005 ;
Ben Ammar et al., 2007).

1.1.4.3 Activitéanti-inflammatoire

Des études menées sur R. alaternus ont montré que ses extraits organigques sont
une source d anthraquinones, flavonoides, tannins et d autres phénols qui agissent
comme des agents antioxydants multifonctionnels avec un effet anti-inflammatoire (Ben
Ammar et al., 2005).

[.1.4.4 Activité antihyper lipidémique

Selon Tacherfiout et al. (2018), les flavonoides contenus dans I’ extrait brut
méthanolique des feuilles de R. alaternus exercent une activité antihyperlipidémique
chez les rats rendus hyperlipidémique par le triton WR-1339 gréce a une forte réduction
destaux delipides sanguins et sur les cellules hépatiques HepG2 en culture.

[.1.4.5 Adivité antimicrobienne

L’ extrait méthanolique et les fractions de feuilles et d’ écorce de R. alaternus ont un
puissant effet antimicrobien contre une large gamme de microorganismes, particuliérement
les bactéries pathogenes, les dermatophytes et les levures et cette activité importante
pourrait s expliquer par la richesse des extraits en anthraguinones (Zeouk et Bekhti,
2020).

|.2.Phénomene du stress oxydatif et pouvoir antioxydant

[.2.1. Radicaux libres
Unradica libre (RL) est une espece chimique tresinstable et tres réactive contenant
un ou plusieurs électrons non appariés sur la couche éectronique la plus externe

(Favier, 2003). Les radicaux libres primaires souvent appelé “especes réactives de
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I’oxygene” (Annexe 2) dérivent directement de I’ oxygene ou de I’ azote (Annexe 3) tels
gue le radica du monoxyde d’ azote (NOe) et les autres radicaux dits secondaires (radica
peroxyle ROOe, radicd akoxyle ROe) (Novelli, 1997). Les principales sources de
production des radicaux libres sont résumées dans le tableau IV:

Tableau IV : Principales sources de production desradicaux libres (Pastre, 2005).

Sour ces endogenes Sour ces exogenes

Production de radicaux libres lors des Rayonnement éectromagnétique.
respirations oxydatives (mitochondries).

Cdlules phagocytaires. Métaux detrangtion.
Meétabolisme del’ acide arachidonique. Pesticides
Systeme xanthine/xanthine oxydase. Meédicaments

[.2.2 Stressoxydatif

Dans un tissu sain, on dit que la balance oxydant/antioxydant est en équilibre
quand la production et la neutralisation d’ERO séquilibre. En pathologie un
déséquilibre entre le systeme générateur d'ERO et le systeme de défense antioxydant est
appelé le stress oxydatif, qui est parmi les principdes cause initide de pluseurs pathologies
tdles que le diabéte, la maladie d Alzheimer, les rhumatismes et les maadies
cardiovasculaires (Bidie, 2010).

|.2.3 Lesantioxydants

Les antioxydants sont toute substance a des concentrations physiologiques
relativement faibles ayant la capacité de retarder, neutraliser ou réduire les dommages
causes par les radicaux libres. Cette défense se caractérise par |’ inhibition des réactions
al’intérieur des cellules provoquées par les especes réactives de I’ oxygene (ERO) et les
espéces réactives de |’azote (ERA). Il existe deux sources de défenses antioxydants
(Benbrook, 2005).

[.2.3.1 L esantioxydants endogenes (Enzymatiques)
» Superoxydes dismutases (SOD) : Sont des métallo-enzymes qui accélerent la

dismutation de I'anion superoxyde (Oz -) en dioxygéne et peroxyde
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>

d’ hydrogene (H202) (Arora etal., 2002) selon laréaction suivante :

O -+0y-+2H* —S0D 3, H,0,+ 0>
Catalase (CAT) : La catdlase est une enzyme tétramérique agit en synergie
avec la SOD, €lle et principadement présente dans les hématies et les
peroxysomes hépatiques. Cette enzyme accélére la dismutation de peroxyde
d’ hydrogéne en eau et en oxygene qui sont des composées stables (Nichalls,

2012) selon la réaction suivante :

2H,0, __CAT | H,O0+0:
Glutathion peroxydase (GPX) : est une glycoprotéine tétramérique a cofacteur
de séénium, selocdise dansle cytoplasme et lamatrice mitochondride. Elle réduit
d une part le peroxyde d’ hydrogéne (H202) en eau (H20), et tous les peroxydes
organiques (ROOH) d' autre part (Valko et al. 2006).

| -2-3-2-Sour ce exogenes (Non enzymatique)

>

Les oligo-éléments : les ééments-traces ou oligo-ééments comme le zinc, le
sénium e le manganése, jouent le role de cofacteurs pour les enzymes
antioxydantes, en tant que catayseurs de la SOD. De méme, le sdénium (Se) est
I’élément catalyseur dela GPx (De Moffarts et al., 2005).

Vitamine E : lavitamine E ou tocophérol est présente en grande quantité dans les
huiles végétdes, les noix, les fruits et les Iégumes. Elle est considérée comme une
subgtance antioxydante principa e des membranes cdllulaires utilisée pour inhiber la
peroxydation lipidique (Valko et al. 2006).

Vitamine C : une vitamine appelée acide ascorbique est |’ antioxydant
hydrosoluble majeur, elle agit en synergie avec la vitamine E, le sélénium et le
zinc. Cette vitamine réagit essentidlement avec I'anion superoxyde, I’ oxygene

sngulet et le peroxyde d’ hydrogene (Pour rut, 2008).

Caroténoides : sont des pigments végétaux lipophiles. Ils interagissent avec les
radicaux libres par abstraction d’hydrogene, transfert d’ éectron et addition de
radical (Marc et al. 2004).

Composes phénoliques : les phénols sont des métabolites secondaires
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synthétisés par les végétaux. lls sont caractérises par la présence d'un noyau
aromatique dans leur structure avec un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ces
composes sont considérés comme des antioxydants bénéfiques qui peuvent
neutraliser les ERO (Sakihama et al.,2002). Ces composés sont en général
catégorises en acides phénoliques, flavonoides, stilbenes, coumarines et tanins
(Tableau V).

Tableau V : Structures des différents composés phénoliques accompagnées de quel ques
mécani smes antioxydants.

Composé o _

o Structure L esmécanismes antioxydants
phénoliques
Acide Phénolique : Propriétés redox trés  élevées.
L es acides ["‘H‘J\OH Agents réducteur, donneur
hycroxybenzoiques ‘""’fo.-. d’hydrogéne en piégeant les radicaux
Acides libres et en chélatant les ions (Valko et
hydroxycinnamiques al".,2006)
Flavonoides : Flavones et Le piégeage direct des ERO, I’inhibit
flavonols, Flavanones, . 4- ion des enzymes responsables de leur
Anthocyanines. ’ o ¥ ’ production et la chélation des ions

meétalliques de transition (Halliwell,
1994).

Des donneurs des protons aux

B radicaux libres lipidiques produit au

Tanins : tannins condensés cours de la peroxydation (Diallo.,

et tanninshydrolysabl es. - 20095).
Le piégeage des RL hydroxyles,
6 : a\ 3 superoxydes et peroxydes et la
Coumarines , 0%, Prévention de la peroxydation des

! lipides membranaires (Diallo., 2005).
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.3 Inflammation et anti inflammatoires

[.3.1 Inflammation

L’inflammation est laréaction normale de I’ organisme en réponse ades stimuli nocifs
telle qu’' une infection ou une agression tissulaire. Elle a pour objectifs de reconnaitre, détruire
et diminer toutes les substances qui sont étrangéres. Cette réaction se manifeste
cliniquement par quatre signes cardinaux qui sont la rougeur, la chaeur, la douleur et
I’cedeme (Sarkhel, 2015). L’inflammation est classeée en deux catégories selon la durée

et la cinétique des processus inflammatoires : inflammation aigue et chronique.
[.3.1.1 Inflammation aigue

Cest la premiére ligne de défense de I'organisme a une infection. Elle est
immédiate, brutale et dure quelques jours a quelques semaines. L'inflammation aigue
S effectue en trois phases principaes (Welll et al., 2003 ; Charles et al., 2010) :

» La phase vasculaire (initiation) : cette phase commence par une
vasocongtriction due a l'action du systeme sympathique suivie dune
vasodilatation des vaisseaux sanguins qui va permettre I’ afflux massif de sang
vers le foyer inflammatoire. La digpédese sensuit, apres |'adhérence des

cellules alaparoi endothéliale des vaisseaux sanguins (Hajjaj, 2017).

» Laphase cdlulaire (amplification) : €elle correspond al’ arrivée des leucocytes
au foyer inflammatoire dont les premiers sont les polynucléaires (environ 6
heures) qui sont remplacés progressivement par les cellules monocytes. La
libération des enzymes hydrolytiques des polynucléaires et le pouvoir phagocytaire
des macrophages permettent la destruction et I’ dimination des micro-organismes

pathogéenes et des tissus |ésés (Hajjaj, 2017).

> La phase de résolution (effectrice) : c'est la phase de réparation et
d’ édimination des agents agresseurs et des débris cellulaires et tissulaires du
foyer inflammatoire par les polynucléaires, macrophages et les neutrophiles
(PMN). Les macrophages vont dors sécréter des cytokines (IL-4 et 1L-10), les
fibrocytes et fibroblastes vont produire les protéines matricidlles des tissus

intercellulaires comme le collagéne, la fibronectine et la laminine pour permettre la
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recongtruction destissus (Carip, 2010 ; Mebirouk, 2017).

[.3.1.2 Inflammation chronique

Est une inflammation de durée prolongée, €lle peut durer plusieurs mois ou années.
Elle est caractérisée par la persistance de la lésion tissulaire qui est due en général aux
cellules inflammatoires de I'infiltrat, la présence d' un infiltrat inflammatoire chronique et

I’exisence d'une fibrose (Stevenset al., 2004).
|.3.2 Médiateursdel’inflammation

La réponse inflanmatoire provoque la libération de divers médiateurs
inflammatoires qui peuvent étre des substances protéiques plasmatiques, présentes dans
le sang circulant, ou proviennent de cellules telles que les mastocytes, les
thrombocytes, les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (Annexe 4) (Henrotin
etal., 2001 ; Iwalewa et al., 2007).

|.3.3 Anti-inflammatoir es

Les anti-inflammatoires sont des médicaments antagonistes des processus
inflammatoires. Ce sont des traitements symptomatiques, qui n'agissent pas sur la cause
de l'inflammation. Parmi ces médicaments anti-inflammatoires, on distingue les anti-

inflammatoires stéroidiens (AlS) et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).
[.3.3.1 Anti-inflammatoir es stér oidiens (Al S)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides (GC) constituent une
vaste famille de médicaments dérivés du cortisol, une hormone sécrétée par les glandes
surrénales (Faure, 2009). Les AIS comme les glucocorticoides agissent par le biais
d’ un récepteur spécifique, appartenant a la superfamille des récepteurs aux stéroides,
intracellulaires. 1l est ubiquitaire, avec une densité dans le cytosol variable selon la
cellule. Il S ensuit une trand ocation intranucl éaire du récepteur ains active ce qui aboutit ala
modulation positive ou négative des genes cibles qui codent les protéines responsables
de [I'action des glucocorticoides. Le tableau VI résume les principaux
glucocorti coides(GC).

Tableau VI : Principaux glucocorticoides (Henzen, 2003).

=
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Glucocorticoide

Nom commercial

Cortisol
(Hydrocortisone)
Cortisone
Prednisone
Prednisolone
Methyl prednisolon
eTriamcinolone
Bétamethasone
Dexamethasone

Hydrocortone®, Solu-
Cortef®Cortison CIBA®
Prednison Streuli®
Spiricor®t, Ultracorten®
Urbason®, Solu-
Medrol®K enacort®,
Ledercort® Celestene®,
Diprostene®
Fortecortin®, Decadron®

[.3.3.2 Anti-inflammatoir es non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (dépourvus de noyau stéroide) sont des

meédicaments aux propriétés anti-inflammatoires, antipyretiques et analgésiques. Ils agissent

par inhibition des deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), enzyme qui

permet la production de prostaglandines a partir de I’ acide arachidonique. L’action des

AINS entraine donc une diminution de la production des prostaglandines (PG) notamment
la PGE2 et la PGI2 (Risser et al., 2009). Le tableau VII résume les principaux anti-

inflammatoires non stéroidiens.

Tableau VII : Quelques anti-inflammatoires non stéroidiens. (Wallace et Staats, 2004).

Classestructurale

Nom scientifique

Nom commer cial

Acétyle sdicylique Aspirine®
Salicylates o .
Diflusina Dolobid®
Ibuprofene Ibuprofene®
Fenoprofene calcium Nalfon®
Dérivés d acide propénoique  Flurbiprofen Ansald®
Ketoprofen Nafon®
Dérivés d acide acétique Diclofenac Voltarene®
Indomeétacine Indocine®
Indoles Tolmetin Tolectine®
Sulindac Clinoril®
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1.3.3.3 Anti-inflammatoires d’ origine végétale

Les composés phytochimiques issus du régne végétal et fongique sont tres

nombreux avec une gamme variée d activités biologiques (Dhingra et al., 2018).

Quelques exemples de plantes douées d’ activités anti-inflammatoires sont cités dansle

tableau VIII.

Tableau VIII : Plantes aactivité anti-inflammatoires.

Plantes Famille Sitesd’action Références
-Inhibe la synthese des
Salix sp . prostaglandines par inhibition (Fiebich et
Salicacée :
(Ecorces) delavoiedelaCOX-2etdela  chrubasik, 2004)
lipoxygénase.
-Diminuent le taux de TNF-a
Ribes nigrum Grossulariacée et d’IL-1p. (Garbacki et al.,
(Feuilles) -Effet inhibiteur surlaCOX-1  2004)
et dela COX-2.
-Inhibe I’ activation du facteur
NF-«xB en empéchant la
dégradation de sa sous-unité
Urtica dioica Urticacese inhibitrice IkB-a. (Marrassini etal.,
(Feuilles) -Inhibition dela COX-1 et 2010)
COX-2 aing qu' uneinhibition
de laproduction de
Prostaglandine D2
-Inhibe I’ activation dela voie
Fraxinus classique et alterne du
: : complément.
J(Ia:‘:ﬁg Oleaceae -Inhi be'rlt la f.ormati on’ dgs I(I;Sc;jg\\:z’ (;0 07)
) leucotrienesissus de |’ acide
ecorce) arachidonique par inhibition de
lalipoxygénase
Cucumalonga _. .. -Inhibe la proo!ucti on dePGE2 |
(Rhizome) Zingibéracée et I’augmmtatl on de (Kim etal., 2012)
I’ expression de COX-2.
Harpagophytu -Inhibe I’ expression de COX-1
m procumbens  Pedaliaceae et COX-2 et labiosynthésedela (Grant et al., 2007)
(Racine) leucotriene.
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1. Matériels et méthodes

I1.1. Appareillages et produits chimiques

Les équipements et |les produits chimiques utilisés pour la réalisation de ce travail sont

rapportés dans |’ annexe 5.
[1.2. Matériel végétal

La présente éude a été réalisée sur les écorces de Rhamnus alaternus qui ont été
récoltées le mois d avril 2022 au Parc National de Gouraya, wilaya de Bejaia. Une fois
récoltées, les écorces ont été bien nettoyées et lavées pour diminer les impuretés, sechées a
I"air libre pendant 2 jours, puis transférées dans une éuve a 40°C pendant 4 jours. Aprés le
séchage, les écorces ont été broyées au broyeur électrique jusqu’a I’ obtention d’ une poudre
fine homogeéne. La poudre obtenue a été conservée dans une boite et stockée a I’abri de la

lumiére et de I’ humidité.

A B C D

Figure 1 : Arbuste de Rhamnus alaternus (A) écorce nettoyé (B) écorce al’ étuve (C) et
poudre fine (D)

[1.3. Préparation des extraits de Rhamnus alaternus

I'1.3.1. Extraction par macération

L’ extraction a été réalisée par macération du matériel végétal. 50g de la poudre de
I’écorce de R. alaternus ont été macérés dans 500 ml de méthanol a 80% et laissés sous
agitation magnétique pendant 24h a température ambiante. Le mélange obtenu a été

13

4
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centrifugé a 3000 rpm pendant 3 min et le surnageant a été récupéré. Ce dernier a été mis
dans une étuve a 40°C pendant 72h pour évaporation compléte du solvant jusgu’a ce que le
poids des extraits reste constant (Belhattab et al., 2004).

I'1.3.2. Extraction par décoction

Cette extraction consiste a verser une substance dans de |’ eau bouillante pour récupérer
alafin un extrait. En effet, 259 de la poudre de |’ écorce de R. alaternus ont été versés dans
250 ml de I’eau distillée bouillante. Cette solution bouillit pendant 20 min sur une plaque
chauffante avec une agitation, le mélange obtenu a été centrifugé. Le surnageant placé dans
une étuve a 40 °C pendant 72h pour sécher. L’ extrait sec est conservé au réfrigérateur jusgu'a
I’utilisation (Belhattab et al., 2004).

Pour chague extrait, le rendement d extraction est exprimé en pourcentage par la
formule suivante :

Taux d extraction (rendement) (%) = [(P1 /P0)] x 100

Avec :

PO : poids de la poudre avant extraction.
P1: poidsdel’ extrait sec apres extraction.

I1.4. Analyses phytochimiques

[1.4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le taux de polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif en milieu alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates
et réduit le mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique, d'ou la

formation d’ un complexe molybdo-tungstique bleu (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

Dans un tube a essai, un volume de 125 pl de chague extrait a été gjouté a 625 pl de
folin-ciocalteu (0.1 N), et incubés a température ambiante pendant 5 minutes. 500 pl de
carbonate de sodium a 6% sont goutés et I'ensemble a été bien mélangé au vortex. La
préparation a été laissée incuber pendant 90 min a I’obscurité, puis |’absorbance a été
mesurée a 720 nm contre un témoin préparé suivant la méme méthode, en remplacent |’ extrait
par le solvant. Les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits ont été déterminées en se

référant a la courbe d’étalonnage réalisee dans les mémes conditions en utilisant comme

-
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standard |’ acide gallique. Les taux des polyphénols totaux sont exprimés en milligramme

équivaent d’ acide gallique par gramme d’ extrait sec (mg EAG/g) (Bouchenak et al., 2020).
[1.4.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides contenus dans nos extraits a été estimée par la méthode au
chlorure d’auminium (AICI3) décrite par Quettier-Deleu et al. (2000) avec quelques
modifications. Le principe de ce dosage repose sur la capacité de ces composes a former des

complexes chromogenes (jaunétres) avec le chlorure d’ aluminium (Ali Rachedi et al., 2018

Brievement, 500 pl d'une solution de trichlorure dauminium a 2% ont été
additionnés a 500 ul de chague extrait, le mélange a été bien agité au vortex. L’ absorbance
est lue aprés 15 min a 434 nm contre un témoin préparé dans les mémes conditions. La teneur
en flavonoides est calculée en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’ étalonnage réalisée avec la quercétine comme standard. La quantité des flavonoides est
exprimée en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’ extrait sec (mg EQ/g extrait

SEC).
11.4.3. Dosage des flavones et flavonols

La quantité des flavones et flavonols a été évaluée par la méthode de Kosalec et al.
(2004), qui consiste a mettre 250 pl d’extraits dans un tube a ; gouter 1,4 ml d' eau
distillée, 750 pl d'éthanol (95%), 50 pl d’ AlCl3 & 10% puis 50 pl d acétate de sodium 1M. Le
mélange a é&é bien homogénéisé au vortex puis incubé pendant 15 min a température
ambiante et I’ absorbance est mesurée & 430 nm. La concentration en flavones et flavonols est
déterminée en se référant a la courbe d’' étalonnage préparée avec la quercétine. Les teneurs
sont exprimées en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait sec (mg
EQ/g d' extrait sec).

[1.4.4. Dosage des tanins condensés

L’ évaluation quantitative des tanins condensés des deux extraits est réalisée par la
méthode de la vanilline qui réagit avec les unités des tanins condensés en présence d acide

donnant une coloration rouge (Price et al., 1978).

Dans un tube a et a température ambiante, un volume de 625 pl d une solution

méthanolique de vanilline a 4% a été mélangé avec 250 ul de chaque extrait. Le mélange

-
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obtenu a été bien homogeénéisé puis 625 pl dHCI a 8% ont été goutés. La préparation est
immeédiatement placée dans un bain marie (50°C) pendant 15 minutes. L’ absorbance est
mesurée a 500 nm (Chaouche et al., 2020). L'éaonnage a été effectué dans les mémes
conditions en utilisant la catéchine comme standard et les résultats ont été exprimés en

milligrammes d’ équival ents de catéchine par gramme d’ extrait sec (mg EC/g d’ extrait sec).
[1.5. Détermination del’ activité antioxydante

11.5.1. Activité scavenging du radical DPPH

Afin d’ éudier I’ activité antiradicalaire des écorces de R. Alaternus, nous avons utilise
le protocole décrit par Sanchez-Moreno. C’est un test colorimétrique, utilisant le DPPH (2.2
diphenyl-1-picrylhydrazyl), comme un radica relativement stable. En présence des
antioxydants ce radical ayant une couleur violette se réduit en 2.2 diphényl-1-picrylhydrazine

de couleur virant au jaune (Athamena et al., 2010).

25 ul de la solution méthanolique de DPPH (5 mM) ont été additionnés a 1,225 ml de
chague extrait a différentes concentrations allant de 20 a 120 pl. Aprés un temps d’incubation
de 30 min a I’abri de la lumiere et a température ambiante, I’absorbance du mélange
réactionnel a été lue a 517 nm. L’acide gallique et la BHA ont servi comme standards
antioxydants et les résultats de I'effet scavenger du radical DPPH sont exprimés en

pourcentage selon larelation suivante:

Activité scavenging du radical DPPH (%) = ((AT — AEch) / AT) x 100

AVeC :

AT : Absorbance du témoin

AEch : Absorbance del’ échantillon

[1.5.2. Activité scavenging du radical ABTS *

L’ABTS * est un radical libre et stable capable de réagir avec des antioxydants, en
effet, le sel d ABTS perd un éectron pour former un radical cationique (ABTS ™) de couleur
sombre (vert bleu) en solution. En présence de I agent antioxydant, le radical ainsi forme est
réduit pour donner ABTS-H, ce qui entraine la décoloration de la solution (Bozidar et al.,
2006).
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L’ activité scavenger du radical ABTS a été mesurée en utilisant la méthode décrite
par (Reet al., 1999), avec une |égére modification. Leradical (ABTS *) a été préparé par la
réaction de la solution d ABTS (7 mM) avec du persulfate de potassium (2,45 mM), cette
solution a été incubée a |’ obscurité et a température ambiante pendant 16h h (formation du
radica ABTS™). La solution ABTS™ obtenue a été diluée dans I’ éhanol afin d’ obtenir une
absorbance de 0,7 a 734 nm. Un volume de 950 ul de la solution diluée a été gjouté a un
volume de 50 pl de chaque extrait a différentes concentration de 10 450 pl. L’ensemble a é&é
bien mélangé a I’aide d’un vortex et |’absorbance a éé mesurée a 734 nm aprés 7 min

d’incubation a |’ obscurité et atempérature ambiante.

Le pourcentage de I’ activité scavenging a été calculé selon laformule suivante :

Activité scavenging du radical ABTS (%) = ((AT — AEch) / AT) x 100

AVEC:
AT : Absorbance du témoin;

AEch : Absorbance del’ échantillon.

[1.5.3. Activité antioxydante totale

Ce test repose sur la réduction du Mo®" en Mo°* avec la formation d’'un complexe
phosphate Mo®* de couleur verte qui se caractérise par une absorption maximale a 695 nm.
La méthode consiste & introduire dans un tube a essai 200 pl de chaque extrait a différentes
concentrations et 2 ml du réactif composé de HCI (0,1 M), KH2PO4 (28 mM) et du molybdate
d’ammonium (4 mM). Le tube fermé a été incubé dans un bain-marie a 95°C pendant 90
minute, puis les absorbances ont été mesurées a 695 nm contre un blanc. Une courbe standard
a éteé réalisée dans les méme conditions en utilisant |’ acide ascorbique et |es résultats ont été
exprimés en milligramme équivalent d'acide ascorbique par grammes d'extrait (mg EAA/g
d'extrait).

[1.5.4. Evaluation du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un mécanisme important pour examiner |'activité
antioxydante des composés phénoliques. Cette méthode tire profit de la réduction de I'ion
ferrique (Fe*") présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)6 en fer ferreux
(Fe") (Ou et al., 2001). En solution, cette forme réduite prend une couleur verte, dont
I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits (Wojdylo et al., 2007).

-
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Le protocole utilisé est celui décrit par Oyaizu (1986). Dans un tube a en verre
contenant 250 ul d’ extrait a différentes concentrations, 500 pl de tampon phosphate (0,2 M :
pH 6,6) et 500 pl de ferricyanure de potassium ont été ajoutés successivement. L’ ensemble a
été est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 minutes. Un volume de 500 ul d'acide
trichloracétique TCA (10%) a été goute et le mélange obtenu a été centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 minutes. Ensuite, un aiquote de 500 pL de surnageant a été transféré dans un
autre tube auquel ont été goutés 500 pl d'eau distillée et 100 pl de chlorure ferrique (0,1%).
Un blanc a éé préparé dans les mémes conditions en remplagant I'extrait par le solvant et

I” absorbance est directement lue & 700 nm.
[1.6. Etude des activités analgésique et anti-inflammatoire

[1.6.1. Animaux

Des souris males NMRI saines dont le poids varie entre 24 et 28 g provenant de
I"institut pasteur (Alger, Algérie) ont été utilisées pour les différentes expériences. Les souris
ont été logées dans des cages en polyéthylene propre dans des conditions expérimentales
standard d'humidité (60-70%), et de température (25 — 26°C), tout en respectant un cycle de
lumiere/obscurité de 14/10 heures. Les souris ont accés libre & I’eau et a |’aiment standard
provenant de I’ONAB (office national de I’aiment du bétail). Elles ont é&é acclimatées a leur
environnement pendant une semaine. L’ entretien et la manipulation des animaux ains que les
procédures expérimentales suivies étaient conforme a la directive européenne 2010/63/EU

relative al’ expérimentation animale.
[1.6.2. Activité analgésique
[1.6.2.1. Test detorsion abdominale

Cetest consiste ainduire une douleur périphérique par une injection intrapéritonéale
(IP) d’une solution d acide acétique a 0,6% suivant la méthode décrite par Koster et al.
(1959). Un effectif de 20 souris a été réparti en 4 groupes (5 souris par groupe) et a été traité

comme suite:

- Groupel (Contrdle négatif) : regoit une solution d’ eau physiologique a une dose de
10 ml/kg.
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- Groupe Il (Contréle positif) : regoit un analgésique de référence (dicolfénac) a
50mg/kg

- Groupelll (250 mg/kg) : recoit 250 mg/kg d EMRA.

- GroupelV (500 mg/kg) : recoit 500 mg/kg d EMRA.

Une heure apres I’administration intra-gastrique (gavage) des différents traitements, un
volume de 10l d'acide acétique a 0.6% a été injecté par voie intrapéritonéale. Cing minutes
apres I'induction de la douleur, le nombre d’ étirements et de de torsions abdominales de
chague souris a été compté pendant 20 minutes. L’effet analgésique a été exprimé en
pourcentage d inhibition des torsions abdominales selon laformule suivante :

e ( nombre de TA du controle négatif — nombre de TA test)
% d'inhibition =

(nombre de TA du controle négatif)

TA : Torsions Abdominales.

I1.6.2.2. Test d’irritation induite par formaldéhyde

Le test d'irritation a été réalise selon la méhode décrite par Dubuisson et Dennis
(1977). La douleur a éé induite par l'injection d’ une solution du formaldéhyde a 1% dans la

patte de la souris, ce qui entraine |” apparition d’ un syndrome doul oureux.
Quatre groupes de cing souris ont été traités comme suit :

- Groupel (Controle négatif): regoit une solution d eau physiologique a une dose de
10 ml/kg.

- Groupell (Contréle positif) : recoit un anal gésique de référence (acide salicylique)
a 100 mg/kg.

- Groupelll (250 mg/kg) : recoit 250 mg/kg d EMRA.

- GroupelV (500 mg/kg) : recoit 500 mg/kg d EMRA.

Une heure apres le gavage, un volume de 20 ul d’ une solution de formaldéhyde a 1% a
été injecté par voie sous cutanée dans la patte avant droite des souris. Les souris ont éé
placées individuellement dans une enceinte transparente qui permet d observer la patte
traitée. Le temps de |échage des pattes a été enregistré durant les deux phases du syndrome
douloureux : la premiere phase de 0 a 5 min (phase neurogene) et la seconde de 05 a 30 min

(phase inflammatoire).
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Le pourcentage dinhibition de la douleur a éé calculé selon la formule suivante:

o TL du contréle négatif — TL test
% d'inhibit S 100
= X
0 drimiubttion (TL du controle négatif)

TL : Temps de |échage des pattes
11.6.3. Activité Anti-inflammatoire
11.6.3.1. Test del',edemedel'oreille induit par le xyléne

Le test de I’ effet anti-inflammatoire (anti-oedémateux) a été réalisée selon le protocole
décrit par Nunez-Guillen et al. (1997). Le principe de ce test est basé sur |’induction d’un

cedéme par une application topique du xyléne sur |’ oreille de la souris.

Un effectif de 20 souris a été réparti en 4 groupes (5 souris par groupe) qui ont été traité

comme suit ;

v" Groupe | (Contréle négatif): regoit une solution d’ eau physiologique a une dose de
10 ml/kg.

v" Groupe Il (Contréle positif): regoit un antalgique de référence (dicolfénac) a 50
mg/kg.

v' Groupelll (250 mg/kg) : recoit 250 mg/kg d' EMRA.

v" GroupelV (500 mg/kg) : recoit 500 mg/kg d EMRA.

Une heure aprés I'administration des traitements, un volume de 30 pl de xyléne a
été administré sur la surface interne du lobe de I'oreille droite. 15 minutes aprés I’ induction
de I'inflammation, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et des sections
circulaires de 6 mm de diamétre ont été récupérées des oreilles traitées et non traitées, puis
pesées.

Le pourcentage de réduction de I’ edéme chez les souris a été calculé selon la formule

suivante:

% d'inhibition = ( A controle négatif — A test) < 100
o miibton = (A du controle négatif)

A : Différence de poids entre [’oreille droite et gauche.

.
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[1.7. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata pour les tests in vitro et les
résultats ont éé exprimés comme moyenne = SD. Les résultats de I’ éude in vivo ont été
exprimé en moyenne + SEM. L’anayse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel
GraphPad Prism 6. Les résultats ont éé comparés entre les différents groupes par le test t de
Student, analyse de la variance (ANOVA), suivi par le test post-hoc de Tukey. Le degré de
signification statistique des données a été pris a la probabilité de *p<0,05 (différence
significative), **p<0,01 (différence hautement significative), ***p<0,001 (différence tres

hautement significative).

Belhattab, R., Larous, L., Kalantzakis, G., Boskou, D., Exarchou, V., 2004. Antifungal properties of
Origanum glandulosum Desf. extracts. Journal of Food Agriculture and Environment 2, 69-73.

-
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[11.1. Résultats

11 .1.1. Taux d’extraction

Dans ce travail, deux méthodes d’ extraction ont été réalisées sur la poudre des écorces
de R. alaternus, une extraction par macération avec le méthanol 80% et la seconde par
décoction (I'eau digtillée). La masse et le rendement de chaque extrait ont été calculés par

rapport alamatiere secheinitiae et présentés dans le tableau | X.

Tableau | X : Lamasse et |e rendement des extraits

Extrait Masse en (Q) Rendement (%)
EMRA 8,56 17,72
EARA 3 12

L e rendement obtenu avec |’ extraction au méthanol (17,72%) est meilleur que celui de
I’ extraction aqueuse (12 %). Une étude réaisee par Boussahel et al. (2015) a montré un
rendement de 6,8% pour I’ extrait méthanolique de I’ écorce de R. alaternus. D’ autres études
menées par Ben Ammar et ses collaborateurs (2008) ainsi que Ljubunic et ses
collaborateurs (2005) sur I'extrait agueux de la méme espéce de Tunisie ont révélé des

rendements de 9% et de 8% respectivement.
11 .1.2. Dosage des métabolites secondaires
111.1.2.1. Teneur en polyphénolstotaux

Le taux en polyphénols totaux de I’ extrait méthanolique et aqueux de I’ écorce de R.
alaternus a été évaluée par le réactif de Folin-Ciocalteu qui est réduit par les groupements

oxydabl es des composes phénoliques (figure 2).

Les Taux des polyphénols correspondant a chaque extrait ont été rapportés en
milligramme équivalent d’'acide galique par gramme d'extrait sec (mg EAG/g), et
déterminées par I’ équation de la courbe d’ étalonnage de type : y = 0,0937x - 0,0137 avec R?
=0,9985 (Annexe 6).
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Figure 2 : Teneurs en polyphénols totaux de I’ extrait méthanolique (EMRA) et agueux (EARA)
de I’écorce de R. alaternus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test t
de Student a éé utilise pour examiner la signification statistique des données. Les vaeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

Les résultats montrent qu’il n’existe aucune différence significative entre les teneurs
en polyphénols totaux des deux extraits. C'est I’ extrait méthanolique (EMRA) qui a donné
une teneur légérement plus élevée par rapport a celle de I’ extrait agueux (EARA) avec des
taux respectifs de I’ ordre de 143,003+10,783 et 137,377+5.887 mg EAG/g d’ extrait sec.

[11.1.2.2. Teneur en flavonoides

La présence des flavonoides dans les extraits de R. alaternus a été révélée grace a la
formation d'une couleur jaunétre aprés I’ addition d’ une solution de trichlorure d’aluminium
(AICI3) dont I'intensité est proportionnelle a la concentration de I’ extrait en flavonoides. Les

résultats du dosage des flavonoides totaux sont illustrés dans lafigure 3.

La quantité des flavonoides est exprimée en milligramme équivaent de quercétine par
gramme d’ extrait sec (mg EQ/g extrait sec). Les taux des flavonoides des deux extraits ont
été obtenus a partir de la courbe d’ étalonnage (quercétine) qui suit une équation detype:y =
0,0696x + 0,0087 avec R2 = 00,9994 (Annexe 7).

Les résultats représentés sur |” histogramme montrent qu’il existe une différence tres
hautement significative (P<0,001) entre les teneurs en flavonoides des deux extraits. La
concentration des flavonoides est plus importante dans I'EMRA (43,39 = 0,82 mg EQ/g
d’ extrait sec), alors que, I'EARA contient environ 17,172+ 0,735 mg EQ/g d’ extrait sec.
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Figure 3 : Teneurs en flavonoides de |’ extrait des méthanolique (EMRA) et aqueux (EARA) de R.
alaternus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test t de Student a été
utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne partageant pas une
lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

[11.1.2.3. Teneur en flavones et flavonols

Les taux des flavones et flavonols des deux extraits ont été obtenus a partir de la
courbe d’ étalonnage réalisée avec la quercétine et qui a donné une équation de type : y =
0,0666x - 0,0126 avec Rz = 0,9987 (Annexe 8).

L’ étude statistique montre une différence tres hautement significative (p<0,001) entre
les deux extraits de R. alaternus (figure 4). La teneur en flavones et flavonols est presque
deux fois plus élevée pour I'EMRA avec un taux de 20,852+ 0.183 mg EQ/g d’ extrait sec,
contre 10,76+ 0.0987 mg EQ/g d’ extrait sec pour I’ EARA
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Figure 4 : Teneurs en flavones et flavonols de I’ extrait méthanolique (EMRA) et aqueux (EARA)
de I’écorce de R. alaternus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test t
de Student a été utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).
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111.1.2.4. Teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés des deux extraits de I’écorce de R. alaternus a été
déterminée par la méthode de la vanilline qui réagit avec les unités des tanins condensés en
présence d’ acide donnant une coloration rouge. Les résultats obtenus indiquent une différence
significative (P<0,05) entre les deux extraits, et sont illustrés dans la figure 5. Différentes
concentrations de catéchine ont permis de tracer la courbe d’ étalonnage, dont I’ équation est
detype:y = 0,0065x + 0,0575 avec R? = 0,9882 (Annexe 9).
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Figure 5 : Teneurs en tanins condenses de |’ extrait méthanolique (EMRA) et aqueux (EARA) de
I’écorce de R. alaternus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test t de
Student a éé utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne
partageant pas une |ettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

La teneur la plus élevée est enregistrée pour |’ extrait méthanolique qui est de 62,31 +
10.29 mg EC/g d extrait sec, comparativement a celle de I’ extrait agueux qui est de 52.36 +
5.942 mg EC/g d’ extrait sec.

[11.1.3. Détermination de I’ activité antioxydant

L’ évaluation de I’ activité antioxydant de I’ extrait méthanolique et aqueux de I’ écorce
de R alaternus été effectuée par quatre tests: test de piégeage du radical DPPHe, activité
scavenger contre le radical ABTS, évauation de I’ activité antioxydante totale et le test du

pouvoir réducteur.
111.1.3.1. Activité scavenging du radical DPPH

Le test du DPPH est utilisé généralement pour évaluer le pouvoir anti-radicalaire des
extraits de plantes, il est décrit comme étant simple et rapide (Jayaprakasha et Pati, 2007).
Les résultats obtenus pour I’ extrait méthanolique et agqueux de I’ écorce de R. alaternus sont

présentés dans lafigure 6.
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Figure 6 : Histogramme de I'effet scavenger du radica DPPH par les extraits méthanolique
(EMRA) et agqueux (EARA) de I’ écorce de R. alaternus a différentes concentrations. Les résultats
sont exprimés en moyenne * écart-type (n = 3). Le test de Student a été utilisé pour examiner la
signification statistique des données. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune pour la
méme concentration sont statistiquement différentes (P < 0,05).

D’apres les résultats, le pourcentage d'inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour I'EMRA, ou pour EARA. Pour une
concentration de 120 pg/ml, on constate que les extraits de I'écorce de R. alaternus ont
exhibé un effet scavenging trés important, avec des pourcentages respectifs de I’ ordre de 83,5
+ 1,05% et 89,92 + 0,89%, respectivement.

Tableau X : Valeurs des IC50 des extraits méthanolique (EMRA) et aqueux (EARA)
del’écorcedeR. alaternus, ainsi gue les standards vis-a-vis du radical DPPH.

Extraits et standards IC50 (pg/ml)
EMRA 58,31 + 3,07
EARA 54,77 + 3,16
BHA 3,58+ 0,24
AG 4,43+ 0,25

A partir des données de tableau X, les standards butylhydroxyanisol (BHA) et acide
galique (AG) dans les mémes conditions ont marqués les plus faibles valeurs d'IC50 de

I’ordre 3,58 + 0,24 et 4,43 £ 0,25 pg/ml, respectivement, donc une activité anti-DPPH |a plus

26
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importante. Cependant, les IC50 des extraits méthanolique et aqueux sont estimés a 58,31 +
3,07 et 54,77 + 3,16, respectivement.

[11.1.3.2. Activité scavenging du radical ABTS

L’ABTS est I'une des molécules les plus exploitées dans les études de I’ activité
antioxydant. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition dans la figure 7. Les
extraits EMRA et EARA ont présenté une importante activité inhibitrice vis-a-vis le radical
ABTS™ dlant de 75,45 % a 93,17 % respectivement, pour seulement une concentration
maximale de 50 pg/ml.
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Figure 7 : Histogramme de I'effet scavenger du radical ABTS par les extraits hydro-alcooliques des
feuilles (FRA) et de I’écorce (ERA) de R. aaternus a différentes concentrations. Les résultats sont
exprimes en moyenne + écart-type (n=3). Le test t de Student a été utilise pour examiner la signification
statistique des données. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune pour la méme concentration
sont statistiquement différentes (P < 0,05).

Tableau X1 : Valeurs des IC50 des extraits méthanolique (EMRA) et agueux (EARA) de
I’ écorce de R. alaternus vis-a&vis du radical ABTS.

Extraits |C50 (ug/ml)
EMRA 22,33+ 0,35
EARA 31,01+ 2,64

Selon le tableau X, les extraits méthanolique et aqueux de I’ écorce de R. alaternus

présentent une forte activité antioxydant vis-a-vis du radical ABTS. En effet, I extrait aqueux
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montre une activité anti-radicalaire un peu plus faible que celle de I’ extrait méthanolique
avec desIC50 del’ordre de 31,01 £ 2,64 et 22,33 + 0,35 pug/ml, respectivement.

111.1.3.3. Activité antioxydant totale

La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du
molybdate MO™ en MO™ par les antioxydants de |’extrait méthanolique et agueux de
I’ écorce de R. alaternus. Différentes concentrations d’ acide ascorbique ont permis de tracer la
courbe d’'éalonnage dont I'équation est de type : y = 0,0429x - 0,0753 avec R?=0,9721

300 -
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Figure 8: Activité antioxydante totale des extraits méthanolique et agueux de I’ écorce de R.
alaternus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=3). Le test t de Student a été
utilisé pour examiner la signification statistique des données. Les valeurs ne partageant pas une
lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

(Annexe 10), et d’ exprimer |’ activité antioxydant totale en mg EAA/g d’ extrait sec.

Les résultats illustrés dans la figure 8 montrent qu’il existe une différence significative
(P<0,05) de l’activité antioxydant au phosphomolybdate entre les deux extraits. L’activité la
plus élevée est enregistrée pour |’ extrait méthanolique qui est de 242,8 + 17.96 mg EAA/g
extrait sec, comparativement a celle de I’ extrait aqueux qui est de 198.81 + 5.61 mg EAA/g

extrait sec.

[11.1.3.4. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur du fer ferrique peut servir dindicateur significatif du potentiel
antioxydant des extraits méthanolique et aqueux de I’ écorce de R. alaternus, par la réduction

du fer ferrique (Fe*") en fer ferreux (Fe?").
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Figure 9 : Courbes des absorbances obtenues de la réduction du fer ferrique en fer ferreux par les
extraits méthanolique (EMRA) et agueux (EARA) de I'écorce de R. alaternus a différentes
concentrations.

D’ apreés les résultats graphiques représentés par I’ absorbance a 700 nm en fonction des
concentrations des extraits (Figure 9), on remarque que |’absorbance des deux extraits
méthanolique et aqueux de I'écorce augmente en fonction de |'augmentation des
concentrations, ce qui signifie une évolution de la puissance de réduction du fer ferrique en
fer ferreux. On constate que cette augmentation est considérablement significative a partir
d’une concentration de 50 pug/ml jusqu’a une concentration de 300 pg/ml, dont I'EARA est
plus puissant (absorbance = 1.6) que I'EMRA (absorbance = 1.24). A partir des
concentrations alant de 300 a 500 pug/ml, le pouvoir réducteur se stabilise pour les deux

extraits et atteint presgue son maximum qui se situe autour de 1,69.

[11.1.3 Etude des activités analgésique et anti-inflammatoire

[11.1.3.1. Activité analgésique
111.1.3.1.1. Test detorsion abdominale

Le test de Koster est un modele non specifique, simple et fiable, largement utilisé pour
I’évaluation rapide de I’ effet antalgique périphérique des medicaments ou des substances
naturelles. L’injection intrapéritonéale de I’ acide acétique cause une douleur inflammatoire
(Shuklaet al., 2010 ; Hossain et al., 2011 ; Jan et Khan, 2016).

Les résultats présentés dans la figure 10 montrent qu’ en présence de dicolfénac qui est
le produit de référence, la douleur abdominale diminue significativement par rapport a
I’ extrait méthanolique (250 et 500 mg/kg), ceci correspond a des pourcentages d'inhibition
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des contorsions de 76,66 % pour le dicolfénac, 66,19% pour |a dose de 500 mg/kg et un taux

d’inhibition de 50,12% pour le lot qui arecu une dose de 250 mg/kg d’ extrait.
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Figure 10 : Effet de I'extrait méthanolique (EMRA) de I’ écorce de R. alaternus sur I'inhibition du
nombre de contraction abdominale induit par |’ acide acétique (0,6%). Les souris sont traitées par 250,
500 mg/Kg d’ extraits et 50 mg/kg dicolfénac. Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (n = 5).
Les différences entre les moyennes ont €té testées statistiquement par le test ANOV A one way, suivi du
test post hoc de Tukey. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune sont statistiquement

différentes (P

< 0,05).

[11.1.3.2. Test d’irritation induite par le formaldéhyde

Dans ce test les souris ont été traités avec une injection du formaldéhyde dans la patte, ce qui

induit des douleurs et des irritations caractérisées par une augmentation de la fréquence de

|échage des pattes pendant deux phases (phase neurogeéne et phase inflammatoire).
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Figure 11 : Effet analgésique de I’ extrait méthanolique de I’ écorce de R. alaternus (250 mg/Kg et 500
mg/kg) et I’ acide salicylique (100 mg/kg) sur la douleur (temps de léchage) induite chez la souris par
injection du formaldéhyde. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=5). Les différences entre
les moyennes ont été testées statistiqguement par le test ANOVA one way, suivi du test post hoc de

Tukey. Les valeurs ne partageant pas une | ettre commune sont stati stiquement différentes (P < 0,05).

30
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D’ apres les résultats, on remarque que la dose de 250 mg/kg de I'EMRA a réduit la
douleur induite par le formaldéhyde dans les deux phases neurogene et inflammatoire. Elle a
montré une inhibition de la douleur avec des pourcentages de 29,12% et 64,7%

respectivement pour les deux phases neurogéne et inflammatoire, respectivement.

Par contre, pour la dose de 500 mg/kg, aucune différence significative (P<0.05) n'a
été enregistrée par rapport au groupe traité avec I'acide salicylique. Elle inhibe les deux
phases avec un pourcentage de 58,3% dans la phase | et 79,54% dans la phase. L’acide
salicylique (100 mg/kg) utilisé comme référence, a un effet analgésique significatif qui est de
80,9% et 84,9% pour laphase | et la phase I, respectivement.

[11.1.3.2. Activité Anti-inflammatoire
111.1.3.2.1. Test del'eedémedel'oreilleinduit par le xylene

Afin d' évaluer |’ effet anti-inflammatoire de I’ extrait méthanolique de I’ écorce de R.
alaternus, la mesure du pourcentage de réduction de I’ cedeme de I’ oreille induit par le xylene

a été effectuée chez les souris.

Selon les résultats présentés dans la figure 12, on note que le dicolfénac (contréle
positif) a une dose de 50 mg/K g a fortement inhibé I’ edéme de I’ oreille, avec un pourcentage
de 77,21%. Le prétraitement avec |’extrait méthanolique de I’ écorce de R. alaternus aux
doses de 250 et 500 mg/Kg a réduit de maniere significative I'inflammation. Les deux doses

ont présenté des pourcentages d’ inhibitions de 49,72% et 59,81%, respectivement.
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Figure 12 : Effet de I'extrait méthanolique de L’ecorce de R.alaternus sur |I’cedéme de I’ oreille
induit par xyléne chez la souris. L’ cedéme est induit par application locae de 30 g xyléne sur laface
interne de I’ oreille avant droite. Une heure avant I'inducyion de xylene, les souris sont traitées par
250, 500 mg/K g d' extraits et 50 mg/kg Diclofénac. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n
= 5). Les différences entre les moyennes ont été testées statistiquement par le test ANOVA one way,
suivi du test post hoc de Tukey. Les valeurs ne partageant pas une lettre commune sont
statistiquement différentes (P < 0,05).
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[11.2. Discussion

Les plantes sont utilistes en meédecine traditionnelle, pour soulager et guérir
différentes maladies humaines. En effet, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la
présence des composés naturels bioactifs appelés « les métabolites secondaires »
(Boudjouref et Mourad, 2018).

Dans cette étude, le rendement des deux extraits méthanolique et aqueux des écorces
de R. alaternus obtenu a été comparé aux résultats des différents extraits rapportés dans la
littérature. Il a éé montré que la différence de rendement d’ extraction est due & un ensemble
de parameétres comme I’ origine géographique, la période de récolte, la méthode d’ extraction,
la nature de solvant, le diamétre des particules de I'échantillon, aux conditions
expérimentales (Naczk et Shahidi., 2004), et également a la différence dans les polarités des
solvants d'extraction qui influence la solubilité des constituants chimiques d’un extrait
(Sulaiman et al., 2011).

Les rendements élevés de nos deux extraits peuvent étre expliqué par le fait que la
méthode de préparation traditionnelle est basée sur le chauffage de I'écorce de R. alaternus, et
donc certains composés qui nécessitent une température élevée peuvent étre dissous
davantage dans cet extrait (décocté). Dai e¢ Mumper (2010) ont rapporté qu'une température
élevée de I'eau pouvait extraire des composés phénoliques en grande quantité. Cependant,
I’extrait méthanolique a également donné de bon rendement, des éudes précédentes ont
rapportés que le méthanol pur est I'un des solvants les plus efficaces pour récupérer les

composes antioxydants (Anwar et al., 2011 ; Azizah et al., 1999).

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient
considérablement entre les deux extraits (EMRA et EARA) de I’écorce de R. alaternus.
L'EMRA posséde une teneur plus éevée en polyphénols totaux par rapport acelle de I’ extrait
agueux. Kosalec et al. (2013) et Chaouche et al. (2020) ont obtenu des teneurs en
polyphénols totaux égale a 38,4 mg EAG/g d'extrait (méthanol) et 0.64 mg EAG/g MS
(méthanol/acétone) dans I’ écorce de la méme espece. Et d’autre résultats obtenus pour les
extraits méthanolique (Moussi et al., 2015) et éthanolique (Khettal et al., 2011) des feuilles
de R. alaternus ont rapporté un taux de 155,6 mg EAG /g et 150 + 9,7mg EAG/g d’ extrait,

respectivement.
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Cette différence pourrait s expliquer par I’origine, la variété ains que la saison de
récolte de la plante (Ebrahimzadeh et al., 2008 ; Park et Cha, 2003). La partie de la plante
étudiée (feuille et écorce), la méhode d'extraction et la nature des solvants peuvent
également influencer la teneur en composés phénoliques (Benchaachoua et al., 2018 ;
Chaouche et al., 2020). Le réactif de Folin Ciocalteu est extrémement sensible a la réduction
de tous les groupes d hydroxyles (Vuorela, 2005). Le dosage par ce réactif donne une
évaluation brute de tous les composés phénoliques d'un extrait mais il peut étre réduit par
d autres composés comme les sucres réducteurs et les protéines (Bessada et al., 2015).

Les taux des flavonoides totaux, flavones et flavonols obtenues dans la présente étude
sont majoritairement plus éevés dans I’ extrait méthanoligue que dans I’ extrait aqueux, ce qui
montre que I’ extraction par macération au méthanol est la meilleure méthode d’ extraction des
flavonoides, flavones et flavonols dans cette étude. Une étude réalisée par Kosalec et al.,
(2013) a rapporté que I’ extrait méthanolique d’ écorce de R. alaternus contient environ 33,6
mg EQ/g d extrait. Boussahel et ses collaborateurs (2013) ont confirmé la présence des
flavonoides chez cette espece avec une teneur de 61,127 + 1,217 mg EQ/g de I’ extrait.
Khettal et al. (2011) ont également trouvée que les feuilles de ce dernier est riche en
flavonoides avec un taux de 92 + 14 mg EQ/g d’ extrait. La différence observée peut étre due
alarégion dans laguelle les plantes sont cultivées, ainsi qu’a la période de la récolte et ala
différence de distribution des flavonoides durant le développement de la plante
(Benchaachoua et al., 2018).

D’ aprés les résultats obtenus, I’ extrait méthanolique contient une teneur plus élevée en
tanins condenses par rapport al’ extrait aqueux de I’ écorce de R. alaternus. Chaouche et ses
collegues (2020) ont rapporté un taux de 3 mg EC/g d’ extrait de |’ écorce de R. alaternus en
utilisant le méthanol comme solvant d'extraction. Une étude sur I’ extrait méthanolique des
feuilles de la méme espece a montré un taux de 736 mg EAT/g d extrait en tanins condensés
(Ben ammar et al., 2007). Cette variation peut s expliquer par le fait que I’ extraction des
tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions

opératoires (Bessada et al., 2015).

L’ évaluation du potentiel antioxydant s effectue en déterminant les produits résultant
de I’ oxydation ou en évaluant la capacité a piéger les radicaux (Enneb et al., 2015). D’ apres
les résultats présentés, il ressort que I'activité scavenging du radical DPPH est
approximativement similaire et importante pour les extraits méthanolique et agueux.
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L’ analyse phytochimique des écorces de R. alaternus confirme sa richesse en composés
phénoliques, notamment en flavonoides, ces derniers sont des composés connus par leurs
activités antioxydant et antiradicalaire (Barreca et al., 2011).

Une étude réalisee par Kosalec et ses collaborateurs (2013) sur I'écorce de R.
alaternus en utilisant le méthanol comme solvant d’ extraction a révélé un IC50 de 78,7+
3,166 pg/ml, donc une valeur supérieure par rapport a celles que nous avons obtenue. D’ autre
part, ces résultats sont completement différents de ceux de Ben Ammar et ses
collaborateurs (2008) ou ils ont trouvé une valeur d'IC50 de 7 pg/ml pour I’extrait
méthanolique des racines. Cette différence de pouvoir antioxydant peut étre due a la nature
des composés phénoliques présents dans chaque extrait et a leur répartition dans la plante

ainsi qu’aleur comportement vis-a-vis de laréduction des radicaux libres (Abate, 2019).

Par ailleurs, I'inhibition du radical cationique ABTS par les extraits de R. alaternus
est considérable, dans laguelle I’ extrait méthanolique a enregistré une activité légerement
supérieure avec une IC50 = 22,33 £ 0,35 pg/ml, tandis que I’ extrait aqueux a enregistré une
IC50= 31,01 + 2,64 ug/ml. En effet, des études ont rapporte I’ existence d’ une relation étroite
entre le contenu en polyphénols totaux des substances végétales et leur capacité antioxydant
(Kahkonen et al., 1999).

Des résultats différents pour [|'évaluation de [I'activité antioxydant au
phosphomolybdate des écorces de R. alaternus ont été obtenus. L’extrait méthanolique a
enregistré une activité un peu plus éevée par rapport al’ extrait aqueux avec un taux de 242,8
mg EAA/g et 198,8 mg EAA/g respectivement. Cette différence de pouvoir antioxydant
observée dans les deux extraits peut étre due essentiellement a la teneur en polyphénols
totaux et en flavonoides totaux qui ont été observées en quantité importante dans |'extrait
méthanolique. La capacité réductrice dun composé peut servir comme un indicateur

significatif de son activité antioxydant (Yang et al., 2008).

D'apres les résultats obtenus, on remargue que la capacité de réduction du fer ferrique
est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des deux extraits, avec un taux
légerement plus puissant enregistré dans extrait aqueux par rapport a celui de |’ extrait
méthanolique. Des résultats similaires aux nétres ont rapporté que I’ extrait aqueux possede
une grande capacité a réduire le fer que celle de I’ extrait méthanolique, une activité qui est
due probablement a la présence d'un taux élevé de polyphénols donneurs d’éectrons qui

peuvent mettre fin a la réaction en chaines des radicaux libres. L’ extrait méthanolique

T‘
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présente quant a lui une activité chéatrice tres appréciable, probablement due a sarichesse en

flavonoides et en tanins condensés (Babili et al., 2013).

Selon Barreca et al. (2011), R. alaternus est riche en polyphénols surtout en
flavonoides qui sont connus par leurs activités antioxydant et antiradicalaire. En effet, I'action
de ces substances est due a leur structure, au nombre de groupements donneurs d'hydrogene
et au nombre élevé des groupements hydroxyles (Heim et Tagliaferro, 2002). D’ apres
Ferreira et al. (2006), le potentiel réducteur des extraits végétaux est di a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les

convertir en produits stables.

Dans la présente étude, nous avons établi une base scientifique pour I’ utilisation des
écorcés de R. alaternus en médecine traditionnelle comme anti-inflammatoire. Ce travail a
démontré que |'extrait méthanolique d'écorce de R. alaternus posséde des propriétés
pharmacol ogiques a savoir anti-inflammatoire et anal gésique.

Le test de Koster a éé utiliseé pour tester I'activité analgésique périphérique, qui
consiste ainduire une injection intrapéritonéale de I’ acide acétique a 1%, ce qui provoque des
douleurs abdominal es intenses (contorsion abdominale). La douleur provoquée par |’ injection
de I’acide acétique est due a la libération de médiateurs chimiques tels que le potassium, les
ions hydrogenes, la bradykinine, la sérotonine, et |’histamine, qui stimulent les neurones
nociceptifs périphériques et induisent I’ augmentation de la perméabilité vasculaire, ainsi que
des médiateurs inflammatoires comme la prostaglandine E2 provenant des cellules
inflammatoires (Figueiredo et al., 2013). L’ extrait méthanolique a une dose de 500 mg/kg a
inhibé les contractions abdominales de maniere significative et d’une fagon tres proche a
celui du dicolfénac. Cette réponse anal gésique peut étre en relation ala présence d'un contenu
élevé en polyphénols dans la plante, en particulier les flavonoides et les tanins (Handa et al.,
1992 ; Orhan et al.,2007).

Des études biochimiques sur le mécanisme d'action des flavonoides ont montré que ces
composés peuvent inhiber une grande variété d'enzymes, par exemple la cyclooxygénase qui
permet laformation de prostaglandines a partir de |’ acide arachidonique (Williams et al,1995
; Middleton et al., 2000). Des éudes ont rapporté que les composes chimiques présents dans
les extraits d’ autres plantes médicinales sont responsables de I’ activité analgésique (Bittar et
al., 2000 ; Delporteet al., 2007 ; Middleton et al., 2000).
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Par ailleurs, le test au formaldénhyde a été utilisé également pour évaluer |’ effet
analgésique de I’ extrait méthanolique (EMRA). L’injection de cette solution dans la patte de
la sourit entraine I’ apparition d’ un syndrome douloureux pendant deux phases (neurogéne et
inflammatoire). La premiére phase (0-5min) est caractérisée par stimulation des fibres C et la
libération de la substance P et bradykinine. La deuxieme phase (5-30min) retardée est due a
la libération des médiateurs de I’'inflammation comme la sérotonine, I’histamine, la
bradykinine, et les prostaglandines initiées par les fibres C (Shibata et al., 1989). Les
composeés a action centrale (les antalgiques centraux) inhibent les deux phases tandis que les
COMpOsEs a action périphérique (anal gésiques périphériques) inhibent seulement la deuxieme
phase (Banerjee et al., 2013).

La présente éude a montré que les deux doses de I’ extrait méthanolique de |’ écorce
de R. alaternus ont inhibé les deux phases provoquées par I’injection de la solution du
formaldéhyde. L’ effet analgésique a été significatif dans les deux phases; cela suggere que
I’EMRA agit de la méme facon que les AINS. Cependant, I’ effet analgésique enregistré avec
la dose de 500 mg/kg d EMRA est considérablement plus important que celui de la dose de
250mg/kg dans les deux phases. L’étude menée par Soro et ses collégues (2009) utilisant
des extraits de Ximenia Americana a dose de 100 mg/kg a montré qu’ elle possede un effet
analgésique avec un pourcentage d'inhibition 6,66% et 38,33% pour les phases | et Il
respectivement. Kouakou et ses collaborateurs. (2010) ont montré que pour |’extrait de
Mitracarpus scaber (10 mg/kg), a des pourcentages d'inhibition de 27,27% et 98,18% au

cours de la premiére et |a seconde phase respectivement.

Concernant I’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire de I’ extrait méthanolique des
ecorces de R. alaternus, le test d’cedéme de I’oreille induit par xylene décrit par Nunez-
Guillen et al. (1997) a éé redise. Le xylene est un agent flogistique, promoteur de
I'inflammation neurogéne qui agit sur des cellules cibles dans la périphérie telles que les
mastocytes (polynucléaires), les cellules immunitaires (macrophage) et les muscles lisses
vasculaires, produisant une inflammation, qui se caractérise par une rougeur, un gonflement
et une hypersensibilité (Eidi et al., 2016).

A partir des résultats obtenus il a été révélé que le traitement des souris par I’ extrait
méthanolique des écorces de R. alaternus (250 et 500 mg/kg) conduit a une réduction
significative de lataille de I’ edeme de I’ oreille par rapport a celle obtenue par e diclofénac.
Il a éé mentionné, dans plusieurs articles de synthése, que les écorces R. alaternus, contenant
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en quantité importante des flavonoides et des tanins, sont utilisées depuis longtemps comme
anti-inflammatoire (Kim et al., 2017). Les flavonoides limitent la production des
superoxydes en inhibant la synthése des prostaglandines. Des radicaux libres sont également
produits par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles au cours de la phagocytose.
Selon Tapas et al. (2008), les flavones et les flavonols, sous forme glycosylée ou libre
comme la quercétine, ont une activité inhibitrice de la cyclo-oxygénase (COX). Dans une
autre d étude, les flavonoides sont connus pour étre des cibles des prostaglandines, qui sont
impliquées dans la phase finde de I'inflammation aigue et la perception de la douleur
(Morimoto et al., 1988).
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Au terme de ce travail, il Savere que I'écorce de R. alaternus est riches en divers
composes phénolique tel que les polyphénols totaux, les flavonoides, les flavones et flavonols

ainsi que les tanins condenseés.

L’ extrait méthanolique (EMRA) possede les teneurs les plus élevées en polyphénol
totaux (143,003 + 10,78 mg EAG/Qg), en flavonoides (43,39 + 0,82 mg EQ/g), en flavones et
flavonols (20,85 + 0,18 mg EQ/Q) et en tannins condensés (62,31 + 10.29 EC/g) par rapport a
I’extrait aqueux (137,37+5.887 mg EAG/g; 17,170,735 mg EQ/g ; 10,76+£0.09 mg EQ/g et
52.36 = 5.942 mg EC/g, respectivement)

L’ évaluation de I’ activité antioxydant par les différents tests (DPPH, ABTS, activité
antioxydant totale et pouvoir réducteur) a montré que les deux extraits de I’ écorce possedent
une forte activité de piégeage des radicaux DPPH et ABTS avec des IC50 respectifs de 58,31
+ 3,07 et 22,33 £ 0,35 pg/ml pour I’extrait méthanolique et 54,77 + 3,16 et 31,01 + 2,64
pg/ml pour I'extrait agueux. L’ extrait méthanolique a exhibé une activité antioxydant totale
de 242,8 + 17.96 mg EAA/g extrait, contre 198.81 + 5.61 mg EAA/g extrait pour I’ extrait
aqueux. Cependant, I’ extrait agueux s est montré un peu plus efficace pour réduire le fer

ferrique en fer ferreux comparé al’ extrait méthanolique.

L’ extrait méthanolique R. alaternus possede des effet analgésique et antiinflammatoire
assez importants. En effet, I’extrait méthanolique possede une forte activité analgésique a
travers I'inhibition des contorsions abdominale chez la souris induite par I’ injection de |'acide
acétique. L’inhibition maximale est atteinte a la dose de 500 mg/kg avec 66,19% qu’est
proche a celle du Diclofinac 76,66%. De plus, dans le test d'irritation par le formaldéhyde,
I’ effet analgésique a la dose de 500 mg/kg dans les deux phase neurogéne et inflammatoire
(58,3% et 79,54%, respectivement) était proche a celui de I’acide salicylique a 100 mg/kg
(80 ,9% et 84,9%, respectivement)

Enfin, I’ activité anti-inflammatoire évaluée a |'aide du test d’ cedéme de I'oreille induit
par le xyléne a montré que |’ extrait méthanolique de I’ écorce aux doses de 250 et 500 mg/Kg
entraine une inhibition significative du développement de I'cedéme, avec un pourcentage
d'inhibition respectifs de 49,72% et 59,81%, et proche par rapport a celui du control positif
qui était le Diclofenac (77,21%).

Les résultats de notre travail nécessitent des études complémentaires approfondies a

différents niveaux. Il sera intéressant de réaliser une caractérisation par des techniques plus
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avancées (HPLC, HPLC/MYS) et un fractionnement des extraits bruts afin de déterminer la
structure des différents composés révélés. Les activités étudiées a savoir antioxydante, anti-
inflammatoire et analgésique doivent étre évaluées aux niveaux cellulaire et moléculaire pour
mieux cerner les interactions moléculaires et les mécanismes d’ action de ces cOmposes vis-&

visdeleurscibles.
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Annexe 1 : Les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus.

Langue Noms (r éférences)

Berbere Ajroudj, Khais n’imidekh, Amliles
(Beloued, 2001).

Arabe Méliles, Qaced (Beloued, 2001) ; Ouchbat
el sofar (Saidet al.,2002); Oud e khir
(Beloued, 2001; Ben Ammar et al., 2008;
Ben Ammar et al., 2009).

Francais Alaterne  (Beloued, 2001), Nerprun
méditerranéen (Izhaki et al.,2002)

Anglais ItalianBuckthorn, M editerraneanBuckthorn

(Akerreta, 2009).
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Annexe 2 : Les especes réactives de I’ oxygene les plus importants (Seifried, 2007).

ERO radicalaires

Anion super -Cest un radicale relativement issu de la réduction mono-
oxyde (0O2) éectronique (Addition d’un seul électron). Selon laréaction :

Oxte —» 02"

-Participe al’inactivation des virus et bactéries
Radical -1l est formeé a partir de (O2*) et (H202) en présence d’'ions ferriques
hydroxyle selon:
(OH" -Reaction d'Haber weiss: H202+ 02" —» OH'+ OH+ O?

-Réaction defenton : H202 + Fe#* —» OH’+ OH~+ Fe**

-provoqué des lésions oxydatives sur L’ADN, les protéines et les

lipides.

ERO non radicalaires

Oxygene -C'est laforme excitée de I’ oxygéne moléculaire ou Oz, obtenu par
singulet appariement des deux éectrons cdibataire de I'O2. Selon la
(02Y) réaction Q" +0° 02!

-1l peut sous |’ action des UV d’ oxyder de nombreuses mol écules
Peroxyde -Le H202 est toxique pour la cellule, formé par dismutation, soit
d’hydrogene spontanée ou suit a |’ action de I’enzyme de superoxyde dismutase,
(H202) selon laréaction :

02"+ 020 H,0, + 02
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Annexe 3 : Espéces réactives de nitrogéne (Dellater et al., 2003).

ERN radicalaires

Monoxyde -Le NO’ est un radical qui posséde un seul éectron célibataire, il est
d’azote formé dans les tissues biologiques, par le nitrique oxyde synthase
(NO") (NO synthase).
- 1l est susceptible de réagir avec d autres radicaux libres pour former
des espéces oxydantes telles que I’ O2 pour donner le (ONOO" ).
NO°+ 02", ONOO
Dioxyde -Le NO2" seforme a partir de radical peroxyde et |le monoxyde
d’azote d azote, ils est trés abondant dans les polluants atmosphérique.
(NO2")

ERN non radicalaires

Peroxynitrite
(ONOO)

-Le ONOOrest un oxydant trés puissant, capable d’ endommager de
nombreuses mol écules biologiques (ADN, protéine et lipides...).
ONOO +H* — » ONOOH 5 HO+NO2 — »NO3z +H*
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Annexe 4 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dansle

développement de laréaction inflammatoire (Regnault, 1992 ; Dallegri et Ottonello,

1997 ; Rankin, 2004).

Médiateurs Origine Effets
Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, permet la
éosinophiles et plaguettes.  contraction des muscles lisses,
provoque la sensation de douleur.
Serotonin Mastocytes et plaquettes.  Augmente la perméabilité vasculaire,
dilate les capillaires et stimule la
contraction des muscles lisses.
Platelet Plaquette, neutrophiles, Vasodilatation, augmente [|'adhésivité
activating monocytes et cellules de la paroi vasculaire, stimule la
factor (PAF) endothéliales. bronchoconstriction, |’aggregation des
plaguettes et la libération des
mediateurs qu'elles renferment, induit
la production des ROS et la libération
des enzymes lysosomides par les
neutrophiles, les éosinophiles et les
macrophages.
Kalicréne Plasma Transforme et active le systéme des
Kinines
Plasmine Plasma Clive le composant du complément C3
pour générer le C3aet le C3b
Leucotrienes:  Essentiellement par les Augmente la perméabilité  des
LTC4, LTD4, leucocytes mi crovai sseaux.
LTE4
-LTB4 Essentiellement par les Augmente la perméabilité vasculaire et
leucocytes le flux sanguin local, induit lalibération
des enzymes lysosomides et la
production des ROS et attire et active
les cellules inflammatoires.
Prostaglandines Essentiellement par les Provoquent la vasodilatation, renforce
leucocytes I’action de [I'histamine, de Ila
bradykinine et des leucotrienes,
augmente la sensitivité des neurones et
est responsable de la douleur.
Bradykinine Présente dans |le plasma Accroit la  vasodilatation, la
sous forme de perméabilité vasculaire et stimule la
Kininogéenes. contraction des muscles lisses.
Facteur de Présentdansleplasmaet Impliqué dans la cascade de
Hagman (XIl)  activépar I’adhésiondes  coagulation.

plaguettes.
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Thrombine Présente dans e plasma Catalyse la transformation  du
fibrinogéne en fibrine et induit la
libération de la sérotonine des
plagquettes.

Fibrine Présente dans |e plasma, Intervient dans la formation du caillot

formée apartir du sanguin.
finbrinogéne

L'IL-8 Monocytes, macrophages, Chimiotactisme des neutrophiles, des

plaquettes et lymphocytes. monocytes et des macrophages. Induit
la libération des enzymes lysosomiales
et la production des ROS. Intervient
dans laréparation tissulaire

C3a Fraction C3 du Provoque la dégranulation  des

complément inactif. mastocytes.

Cha Fraction C5 du Provoque la dégranulation des

complément inactif.

mastocytes et des neutrophiles, exerce
un effet chimiotactique en vers les
phagocytes et stimule la contraction du
muscle lisse.
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Annexe5: Matériel et produits chimiques utilisés dans la présente étude.

Matériels

Produits chimiques

Agitateur (VELP)
Bain marie (Fisher Scientific)
Balance
Broyeur électrique
Centrifugeuse
Evaporateur rotatif Etuve (POL-EKO)
Gants
Micropipettes
PH métre
Spectrophotométre
Vortex (VELP)
Tubes aessais
Tubes Eppendorff
Flacons
Cages en polypropyléne transparentes
Biberon
Sonde de gavage
Seringues
Des pinces

Folin-Ciocalteu

Eaux distillées

Carbonate de Sodium (NaCO3)

Acide sulfurique (H2S04)

Acide gallique

Triochlorure d’auminium (AICI3)
Quercétine

Ethanol absolu (96%)

Méthanol absolu
Diméthylsulfoxide (DM SO)

Acétate de Sodium (CH3COONa)
Vanilling({C8HB803)

Acide sulfurique

Catéchine

HCL (8%) Acide chlorhydrique
DPPH (2,2-diphényl
1-picrylhydrazyle)

BHA (ButylHydroxyAnisole)

ABTS

Molybdate d’ammonium
Persulfate de potassium (K25208)
KH2PO4 phosphate De potassium
K2HPO4 Hydrogénophosphate de
potassium

NaH2PO4 dihydrogénophosphate
de sodium

Na2HPO4 Hydrogénophosphate de
sodium

Acide ascorbique

Tampon phosphate

Ferricyanure de potassium (1%)
TCA Trichloracétique

Chlorure ferrique (0,1%)

Votrex (Diclofénac 50mg/kg )
Acide acétique

Acide salicylique

Formal déhyde

Xylene




Annexes

Annexe 6 : Courbe d’ étalonnage pour |le dosage des polyphénol s totaux

1 -
09 - y =0,0937x - 0,0137
R2=0,9985
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Annexe 7 : Courbe d’ éalonnage pour le dosage des flavonoides

18 y = 0,0696x + 0,0087
R2 = 0,9994
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Annexe 8 : Courbe d’ étalonnage pour |le dosage des flavones et flavonols

[Catéching] pg/mi
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Annexe 9 : Courbe d’ éaonnage pour le dosage des tanins condensés
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Annexe 10 : Courbe d’ étalonnage de I’ activité scavenging du radical DPPH
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Annexe 11 : Courbe d’ étalonnage de I’ activité antioxydante totale
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Résumé

L es diverses applications médicina es du genre Rhamnus alater nus nous ont incités a mener cette étude
dont le but est de mettre en évidence, les effets des extraits méthanolique et aqueux in vitro et in vivo
des écorces de Rhamnus alaternus. Tout d’ abord une étude quantitative colorimétrique des composés
phénoliques a été effectuée. Les résultats révélent que I'extrait méthanolique est plus riche en
polyphénols totaux, flavonoides, flavonols, flavones et en tanins condensés par rapport a I’ extrait
aqueux. Le pouvoir antioxydant des deux extraits a été évalué par les tests du radical DPPH, ABTS,
pouvoir réducteur, et I’ activité antioxydant totale au phosphomolybdate d’ ammonium qui ont exhibé
une forte activité antioxydante. Par ailleurs, |’ évaluation des activités biologiques in vivo de I’ extrait
méthanoligue des écorces de Rhamnus alater nus a des doses de 250 et 500 mg/kg, ont été démontrées
d’une part via des tests d’ activité analgésique, comprenant, le test de contraction abdominale induite
par |’ acide acétique et celui d'irritation induite par le formaldényde, d autre part le test I'cedéme de
I'oreille induit par e xyléne a été effectué pour déterminer |’ activité anti-inflammatoire.

M ots clés: Rhamnus al aternus, composés phénoliques, activité antioxydante, activité anal gésique,
activité anti-inflammatoire.

Abstract

Rhamnus alaternus shrub which belongs to the Rhamnaceae family. It's amedicinal plant largely used
in Algerian traditional medicine. This encouraged us to carry out the current study. The aim is to
demonstrate the in vitro and in vivo effects of methanolic and agueous extracts of Rhamnus alaternus
bark. First, a quantitative colorimetric study of phenolic compounds was carried out. The results show
that the methanolic extract is richer in total polyphenols, flavonoids, flavonols and flavones and in
condensed tannins than the agueous extract. The antioxidant power of the two extracts was evaluated
by the DPPH, ABTS, Reducing power, and total ammonium phosphomolybdate tests, which showed a
high antioxidant activity. Moreover, the evaluation of thein vivo biological activities of the methanolic
extract of Rhamnus aaternus bark at doses of 250 and 500 mg/kg, were demonstrated with two models
of analgesic activity, including, the test of abdominal contraction induced by acetic acid and the test of
irritation induced by formaldehyde. In addition, the test of ear edema induced by xylene was aso
performed to determine the anti-inflammatory activity.

Key words: Rhamnus alaternus, phenolic compounds, antioxidant activity, analgesic activity, anti-
inflammatory activity.
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