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Introduction

Introduction

Au cours du siécle dernier, les maladies liees aux métabolismes des lipides ont
connu une progression fulgurante. L’évolution du monde et les différents modes de
vie de 'Homme moderne, ont suscité le développement de nouvelles traditions,

nouveaux comportements et nouveaux régimes alimentaires et physiques.

Ces changements ont contribué a l'apparition et 'augmentation de certaines
maladies, tel que les cancers, les maladies respiratoires, cardiovasculaires, et

métaboliques comme le diabete de type Il, les dyslipidémies et 'obésité.

L’obésité et le surpoids sont considérés comme un grand danger de santé publique
(Puhl, 2009). lls sont caractérisés par l'augmentation anarchique d’adipocytes
(cellules graisseuses), due a 'accumulation excessive de triglycérides dans le tissu
adipeux (Bocquier et al., 2006). A leurs c6tés, I'hyperlipidémie, qui se définie comme
une augmentation du taux de cholestérol et/ou de triglycérides sanguin, est un

facteur de risque de maladies cardiovasculaires (Reiner et al., 2011).

La recherche de solutions naturelles a ces pathologies, a conduit les chercheurs a
étudier la chimie des plantes afin de caractériser des substances remedes (Bahorum
et al., 1996). Les plantes médicinales sont considérées comme étant de grands
réservoirs de nouveaux médicaments et la source de matiére premiére essentielle
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs

médicaments (Maurice, 1997).

Rhamnus alaternus L. arbrisseau caractéristigue des cotes méditerranéennes et
utilisé en médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus thérapeutiques, fait
I'objet de beaucoup d’intérét dans la recherche de nouvelles molécules actives. Elle
est connue pour étre riche en polyphénols, particulierement les flavonoides,
molécules a pouvoir thérapeutiques trés important (Bruneton, 1999).

Dans une approche scientifique, ce travail a été réalisé afin de déterminer, tout
d’abord, le régime enrichi approprié pouvant induire un surpoids et ou une obésité.
Le second intérét de notre étude est d’évaluer l'effet de I'extrait des feuilles de la
plante sur I'activité de la lipase pancréatique ainsi que sur le poids corporel, et ce,
dans le but d’étudier le potentiel pouvoir thérapeutique de R. alaternus contre

I'obésité.
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Chapitre | : Physiologie des lipides

Physiologie des lipides

Les lipides sont des molécules organiques insolubles dans I'eau et solubles dans
les solvants organiques apolaires tel que le chloroforme. lls sont caractérisés par la

présence dans la molécule d’au moins un acide gras (Touitou, 2005).

Les roles biologiques principaux des lipides, qui représentent environ 20% du poids
du corps, sont tres divers. Ce sont des molécules de réserves (triglycérides),
précurseur (stéroides, vitamines, prostaglandines), structurales (phospholipides)
(Touitou, 2005).

Les acides gras, unités de base de tous les lipides, possedent une longue chaine
d’hydrocarbures avec un groupement acide carboxylique terminal. La plupart des
acides gras comprennent un nombre pair d’atomes de carbone et une chaine non
ramifiée. lls sont soit saturés et ne possedent pas de double liaison, soit mono ou

poly-insaturés possédant plusieurs double liaisons (Hames et al., 2006).
1. Absorption et digestion des lipides

Les lipides alimentaires ne sont pas absorbables directement, car les triglycérides
et les phospholipides; les formes principales dans [lalimentation; sont trop
complexes. Les formes absorbables par les entérocytes sont les acides gras libres,

les monoglycérides, le cholestérol et les vitamines liposolubles (Ferran, 2011).

Les lipides alimentaires ne sont pas hydrosolubles dans la muqueuse intestinale.
Afin d’étre absorbés, les lipides doivent d’abord passer par différentes étapes,
I'émulsification, I'hydrolyse, la formation de micelles et I'absorption par diffusion du
contenu micellaire (Ferran, 2011) (Raisonnier, 2004). Ces étapes ne peuvent se

dérouler sans la présence des éléments suivants :

- Des sels biliaires qui aident I'activité enzymatique et I'absorption des produits
de la lipolyse.
- Des enzymes:les lipases; colipases; cholestérol estérases et les

phospholipase A-.
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Chapitre | : Physiologie des lipides

1.1. Digestion pré-intestinale

30% de la digestion des graisses se fait dans I'estomac (essentiellement les
triglycérides a courte et moyenne chaines) grace a la lipase gastriqgue (importante

chez le nouveau-né) et la lipase (Bouquelet, 2008).

La lipase linguale, par exemple, est la premiere a hydrolyser les lipides
alimentaires. Elle est produite a la partie latéro-postérieure de la langue. Elle n’est
active qu’au niveau stomacal et réagit plus particulierement sur les acides gras en

position 3 du triacylglycérol (Bouquelet, 2008).

L’acidité stomacale provoque une isomérisation des acylglycérols et augmente de
ce fait le taux d’hydrolyse potentiel de la lipase linguale. A la sortie de I'estomac il est
possible de caractériser des mono et des diacylglycérols ainsi que des acides gras
libres et du glycérol (Figure 1) (Bouquelet, 2008).

OOC-acy, DOC-ac,
lipase linguale
agyl-COO - agyl-CO0
DOC-acyl, w CH
. acyl-CO0OH ’ .
trisoyiglycérol s discyighycenol
—— o0 C-ac,

OO C-ao, H.O+
aq,-|;-:::-c:-~{ - Ao—]
o ——O0C -acyl,
OO0 C-ac, oo C-acd,
lipase lingusle
HO 3 HO—
OOC-aoyl. w L COH

acyl -CO0H moncacighycercl

Figure 1 : Isomérisation des acylglycérols et action de la lipase linguale (Bougquelet,
2008).
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Chapitre | : Physiologie des lipides

1.2. Digestion intestinal

1.2.1. Emulsification

Une émulsion est un mélange hétérogene de deux substances limpides non
miscibles. L’émulsification consiste a disperser les lipides dans la muqueuse
intestinale. Grace aux sels biliaires qui jouent le role d’émulsifiant, ce mélange reste

stable (Ferran, 2011).

Les sels biliaires sont des produits de I'oxydation du cholestérol au niveau du foie.
Le cholestérol oxydé est conjugué a la taurine, la glycine, a un sulfate ou un
glucuronide, et sont stockés dans la vésicule biliaire. Cette conjugaison leur confére
le caractére amphiphile avec un domaine hydrophile (acide aminé conjugué) et un

domaine lipophile (cholestérol) (Figure 2) (Ferran, 2011).

Acide taurocholique

Figure 2 : Principaux sels biliaires (Raisonnier, 2004).
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Chapitre | : Physiologie des lipides

Pour une meilleure solubilité des émulsions dans le milieu aqueux, de la Iécithine
vient se rajouté au complexe. L’émulsion va rendre les lipides accessibles alors a la

lipase pancréatique (Ferran, 2011).
1.2.2. Ladigestion enzymatique

La colipase, petite protéine de 10 kDa, est secrétée par le pancréas sous la forme
d’'une procolipase, elle est activée par la trypsine. La colipase possede trois
domaines, I'un va servir d’ancrage a la lipase pancréatique, un autre est spécifique
de la reconnaissance interfaciale et le dernier est un site de reconnaissance

micellaire (Bouquelet, 2008).

La lipase pancréatique est résistante a la protéolyse et se fixe par son domaine C
terminal a la colipase et par son domaine N terminal au niveau de l'interface. Les
acides gras produits sont captés par la colipase et maintenus dans des particules qui
se transforment en micelles d'acides gras. En l'absence de colipase, la lipase
pancréatique serait inhibée par les acides gras libérés et par les sels biliaires de
I'émulsion (Bouquelet, 2008).

Les triacylglycérides hydrolysés par la lipase pancréatigue se verront enlever

préférentiellement les acides gras en position 1 et 3 (Figure 3) (Ferran, 2011).

Tnglycénde

R-COOH Monoglycéride
(|3HL- -CO-R H
GH-DlCD-R - f|3H- CO-R
LA R-COOH

CHLp-cOR

glycéral

Figure 3 : Action de la lipase pancréatique (Ferran, 2011).

La deuxieme enzyme a intervenir est la cholestérol estérase, elle hydrolyse les
esters de cholestérol, de vitamines A, D et E, et de Glycérides, et libére des acides

gras libres. Elle est capable de lyser les 3 liaisons des triglycérides car c’est une
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Chapitre | : Physiologie des lipides

estérase non spécifique. Son activité ne peut se faire qu'avec la présence des sels
biliaires (Ferran, 2011) (Raisonnier, 2004).

Enfin, la troisieme et derniere enzyme, la phospholipase A2, hydrolyse les
phospholipides pour libérer les acides gras et le lysophospholipide. Elle est activée
par la trypsine et ne peut fonctionner qu’avec la présence des sels biliaires (Figure 4)
(Ferran, 2011) (Raisonnier, 2004).

Lysophospholipide

Phospholipide

[Pix

.

CH! b—CD—R

Figure 4 : action de la phospholipase Az (Ferran, 2011).

1.2.3. Formation des micelles

Les micelles (Figure 5) sont des complexes hydrosolubles (de 4 a 6 nm) formés
d’acides gras, de monoglycérides entourés des sels biliaires. Elles sont,
contrairement aux gouttelettes d’émulsion, solubles et non en suspension. Grace aux
micelles, la diffusion des substances lipophiles vers la bordure peut se faire

facilement a travers une couche aqueuse (Ferran, 2011).

- Fraction apolaire

~~—— Fraction polaire
Contenu de la micelle

liposoluble Micelle

Figure 5 : la Micelle (Ferran, 2011).
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Chapitre | : Physiologie des lipides

Remarque : les acides gras a courtes chaines sont assez solubles dans l'eau et

n’ont pas besoin de micelles pour diffuser (Ferran, 2011).

Au niveau de la bordure en brosse, les acides gras sont absorbés et les sels
biliaires des micelles sont relachés dans la lumiére intestinale, & partir de ce moment,
ils servent soit & former de nouvelles micelles, soit ils sont réabsorbés pour un

recyclage dans l'iléon (Figure 6) (Ferran, 2011) (Raisonnier, 2004).

N Absorption des lipides

L'P"i‘zlf; é Triglycérides Chylo-
biliaires microns
Lipage
pancrcatigee Voie de CLARK OO

et HUBSCHER
Acides gras Monoglycérides _ O
Monoglycérides — .
holest érol A LympHE
Cholestérol Esters de
Cholestérol
Acides gras
phospholipides Phospholipides
Récepteurs ENTEROCYTES

Figure 6 : Schéma général de I'absorption des lipides (Raisonnier, 2004).

2. Devenir des lipides aprés absorption

pY

Aprés [l'absorption des lipides, ils seront re-synthétisés a partir du
glycérophosphate pour les phospholipides (voie de KENNEDY) et des
monoglycérides pour les triglycérides (voie de CLARK et HUBSCHER) au niveai des
entérocytes. Le cholestérol, quant a lui, est en partie estérifié dans les entérocytes
(Raisonnier, 2004).

La (Figure 7) illustre la resyntheses des lipides absorbés. Les acides gras sont
aussitot activés en acyl-CoA pour servir de substrats aux syntheses des lipides. Ces
syntheses sont faites par les voies citées précédemment. Les phospholipides sont

synthétisés a partir du glycérophosphate provenant du glucose par les enzymes de
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la voie de Kennedy, la plus importante étant la glycérophosphate acyl-transférase

(Figure 8) (Raisonnier, 2004).

Les triglycérides des chylomicrons sont synthétisés a partir des monoglycérides par
une monoglycéride acyl-transférase (Figure 9) propre aux entérocytes et la
diglycéride acyl-transférase. Cette voie plus économique en énergie (voie de Clark et
Hubscher) s’accompagne de synthése de phospholipides a partir des
lysophospholipides absorbés et d’esters de cholestérol (Figure 7) (Ferran, 2011)
(Raisonnier, 2004).

INTESTIN Triglycérides

i Monopalmitine
% Lipase: colipase f;:.!,,m”ate :;,.wﬂ
— Oléate Monooléine
Glucose Ui Sels bifizires wa_in FOSerpiion| WL

Glucose 6-P ENTEROCYTES WA, RN '.w.w.EI J'-W\J-'.'u'ﬂ
* ATE ATP Monoglycérides
cytCa
PDHA ——=Glycérol 3-P wt
Diglycérid
Voie de | phgsphatidates Jyeeriees

Kennedy
Estars de cholastéral

Phospn*l ipides Triglycérides
(membranes des entérocytes)

CHYLIFERES
(capillaires lymphatigues) Chylomicrons

Figure 7: Schéma général de la voie de Kennedy et de la voie de Clark et Hubscher
(Raisonnier, 2004).
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Glycérophosphate acyl transférases

AAAAAAAAY OTEZCR - asH

Acyl-CoA “B0, —0—CH,
+ HIZI-'L'I
PO,—0—GH, AAAAAANAY 00—
HD—{;.'H
Lysophosphatidate
HI:’_.‘l—lI!H2
= LPA
L-ax-glycérophosphate

Figure 8 : Activité de la glycérophosphate acyl-transférase de la voie de Kennedy
(Raisonnier, 2004).

Monoglycéride acyltransférase

AAAAAAAALOSC0A  consH

AcylEohA
T

+ HO—CH,  AANANAAAAAS OO0
WCﬂ-O-(}H rWW\Wcu-'}_m?

Monoglycéride  HOTH Diglycéride

Figure 9: Activité de la monoglycéride acyl-transférase de la voie de Clark et
Hubscher (Raisonnier, 2004).

Remarque : Il n'y a que les acides gras a longues chaines qui doivent étre
reconditionnés sous dorme de triglycérides pour former les chylomicrons avec la
participation des Apolipoprotéines et des phospholipides pour étre transportés dans
'organisme. Les acides gras a courtes chaines (de 10 a 12 atomes de carbone) sont
plus solubles que les acides gras a longues chaines et sont donc absorbés

directement dans le sang (Ferran, 2011).
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Les chylomicrons sont formés au niveau des entérocytes. lls contiennent 80-90%
des triglycérides, 8 — 9 % de phospholipides et 2 % de cholestérol et de protéines
(ApoB-48, ApoE et ApoC). Les esters de cholestérol et les triglycérides sont enrobés
d’apolipoprotéines, de phospholipides et de cholestérol non estérifie (Figure 10)
(Ferran, 2011).

ApoA, ApoB, ApoC, ApoE = apolipoprotéines
T =triglycérides

C =cholestérol

vert =phospholipides

ApoB ApoA

ApoC ApoB

Figure 10 : Structure de base des lipoprotéines (Ferran, 2011).

Les chylomicrons ainsi formés, vont étre transportés a travers la lymphe jusqu’a la
circulation sanguine. Les triglycérides des chylomicrons sont hydrolysés par la suite
en glycérol et acides gras libres sous I'action de la lipoprotéine lipase présente a la
surface de nombreux tissus, principalement dans les endothéliums des capillaires
sanguins du tissu adipeux, du cceur, des muscles et de la mamelle en période de
lactation (Bender et al, 2008) (Ferran, 2011).

3. Stockage des acides gras

Une fois dans le tissu adipeux, les acides gras sont activé en acyl-CoA afin d’étre
conjugués au glycérol formant ainsi le triacylglycérol, 'unique forme de stockage des

lipides énergétiques (Ferran, 2011).
4. Letissu adipeux

Il existe deux variétés d’adipocytes (cellules adipeuses), les adipocytes blancs et
les adipocytes bruns, ce qui implique qu’il existe deux types de tissu adipeux (appelé
couramment « graisse ») : le tissu adipeux blanc ou graisse blanche et le tissu

adipeux brun ou graisse brune (André et al, 2008).

Les adipocytes de la graisse blanche sont des cellules sphériques, renfermant une
volumineuse vacuole lipidique constituée uniquement de triglycérides (André et al,
2008).
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Le tissu adipeux blanc est principalement localisé sur la nuque, les épaules et
'abdomen chez 'homme, sur la poitrine, les hanches, les cuisses et les fesses chez
la femme. Il renferme la quasi-totalité des triglycérides stockés dans I'organisme et
représente, une des plus importantes réserves énergétiques de l'organisme.
L’organisme fait appel a la graisse lorsque les réserves de glucides sont épuisées

(jetne, efforts physiques, lutte contre le froid ...etc.) (André et al, 2008).
5. Absorption et digestion des glucides

L’absorption des glucides chez les mammiféres, se fait exclusivement sous formes

de sucres simples (monosaccharides) au niveau de l'intestin gréle (Faure, 2011).

Les glucides alimentaires sont formés principalement de polysaccharides
complexes (amidon, cellulose...) et de disaccharides (saccharose, lactose) qui sont
par leur nature hydrosolubles. Etant donné que les seules formes assimilables de
glucides sont les monosaccharides (glucose, fructose et galactose), les
polysaccharides doivent alors étre digérés et transformer en glucides simples
(Bender et al, 2008) (Faure, 2011) (Ferran, 2011).

Dés lingestion des glucides, leur dégradation commence au niveau pré-intestinal,
par le biais des amylases salivaires (a-Amylase) qui coupent les polysaccharides a
liaisons a (1-4) ; les polysaccharides a liaisons $, tel que la cellulose, sont dégradés
par des enzymes bactériennes au niveau du gros intestin. Les polysaccharides ainsi
dégradés a 70% par les amylases salivaires, et les 30 % restants par les amylases
pancréatiques (a (1-4)) au niveau de la lumiere intestinal, donnent des oses de plus
petites tailles : le maltose, le maltotriose, dextrines a partir de I'amidon, qui seront

dégradés ultérieurement (Faure, 2011).

Au niveau des bordures en brosses des entérocytes (du duodénum et le jéjunum),
les oligosaccharidases, enzymes produites par les entérocytes, coupent les produits
de la premiére dégradation. Les trois produits de la dégradation de I'amidon sont
dégradés par deux enzymes, la maltase (maltose et maltotriose) et la dextrinase
(dextrine) produisant du glucose. La saccharase et la lactase dégradent quant a
elles, respectivement le saccharose et le lactose pour produire le glucose, le fructose

et le galactose (Ferran, 2011).
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Apres la dégradation complete des « gros sucres », les monosaccharides sont
absorbés par les entérocytes grace a des transporteurs spécifiques, les SGLT
(Sodium-glucose linked transporter) transporte activement (nécessite de I'ATP), et
les GLUT (Glucose transporter) qui fonctionne par diffusion facilité (ne nécessite pas
de 'ATP). Les SGLT1 et GLUT5 se trouvent au niveau de la membrane apicale, ils
transportent respectivement le glucose/galactose et le fructose. Au niveau de la
membrane basolatérale, la GLUT2 transporte les trois sucres (Figure 11) (Faure,
2011) (Hames et al, 2006).

A la suite de la libération des trois oses dans le sang, ils sont acheminés vers les
différents tissus, principalement le foie, les muscles et le tissu adipeux. Le fructose
est capté par le muscle et le tissu adipeux ou il sera converti en fructose 6-
phosphate par I'hexokinase et entre par la suite dans la glycolyse. Par contre, au
niveau hépatique, I'hexokinase n’existe pas, mais on trouve son homologue la
glucokinase qui ne peut phosphorylé le fructose. Il sera alors transformé pour
produire le glycéraldéhyde phosphate et le dihydroxyacétone phosphate qui
interviennent par la suite dans la glycolyse (la figure 12 illustre les étapes de cette

synthese) (Hames et al, 2006).

Na*
ATP K+
Na"
Glucose
Glucose/galactose K+
Fructose
Fructose
Lumen Enterocyte Blood

Figure 11 : Entrée du glucose, fructose et le galactose dans I'entérocyte (Ferran,
2011).
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Figure 12 : Dégradation du fructose au niveau du foie (Hames et al, 2006).

Le galactose doit étre transformé en glucose pour entrer dans la glycolyse. Etant
donné qu’il est I'épimére du glucose en position C-4, une réaction d’épimésisation qui
se déroule par lintermédiaire d’'une voie en quatre étapes, appelée voie
d’interconversion glucose-galactose, doit étre accomplie (la voie est schématisé dans
la figure 13) (Hames et al, 2006).

ULP-Galactose-

4-Epimerase
HOCHZ 3 T

NAD
H H o] or 4-‘.. He H o cr
H 1 H | | .
ULP-Glucose X O—P— —b—o—Und.me H O—P—O—F—O—Undm ULP-Galactose

| I I
B oH [} B oH L}
HO-CHz ADP HO-CHz HO-cHz (BD—ocHz
HO 9 t. ! HO 9 Hig H |
-
CH o-@ L H

)] H OH
OH  QGalactokinase Galactose- 1P COH  Phosphoglucomutase H  CH
Galactuse Galact:se 1P uridlyl yltranste rase Glul:ose— 1P Glucose-6P

Figure 13 : Dégradation du galactose (Hames et al, 2006).

Le glucose est le carburant métabolique principal de la plupart des tissus. Suite a
son absorption, il est transporté par la circulation dans tous I'organisme. Le glucose
est métabolisé en pyruvate par la voie de la glycolyse. Les cellules aérobies
métabolisent le pyruvate en acétyl-CoA, qui peut entrer dans le cycle de I'acide
citrique pour I'oxydation compléte en CO:z et en H20, avec formation d’ATP par le
processus de phosphorylation oxydative. La glycolyse en condition anaérobie produit

le lactate au lieu du pyruvate (Bender et al, 2008) (Hames et al, 2006).

Le glucose, contrairement au fructose et au galactose, est stocké dans le foie

(environ 100 g) et le muscle (entre 350 et 500 g) (Raisonnier, 2004). La
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polymérisation du glucose en glycogene (molécule de stockage) se fait par la voie de

la glycogénogenése (Figure 14) (Raisonnier, 2004).

 Glycogéne Synthase

Phosphorylées @

HOCH, HOCH, uce
A B HOCH, HOCH, HOCH,
o H H HH A0 HH H
HOEHe OH H DH H H ;
H H HO o OHH OH HH
! H 04 H OH HO q \0
WaCLl + H OH H OH H OH
0—LDP n-1

H OH

UDP-Glucose Glycogéne (n-1) .
Glycogéne (n)

Figure 14 : La glycogénogénése (Raisonnier, 2004).

Lors d’'une alimentation enrichie en sucres, le surplus de glucose est stocké dans
les adipocytes par un processus appelé la lipogenese. Ce processus est la deuxiéme
source importante d’acides gras a longue chaine, principalement dans le tissu

adipeux et dans le foie (Figure 15) (Raisonnier, 2004).

Gluil:ose PLASMA

Triglycérides

Glucose 6-Phosphate
)Pentoses-

Ph hat Acyl{CoA
Fructose 6-Phosphate osphates

cétyl-CoA
Malate

Pyruvate/ \Citr e/lsmzit*rate
| A

o-cétoglutarate —m Glu

i
Pyntate ?’ate ]
\ Glu
cétyl-CoA. /

Malate - J-cétoglutarate
MITOCHONDRIE

Figure 15 : Schéma général de la lipogénese (Raisonnier, 2004).
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6. Régulation hormonale

Le rble des adipocytes est de stocker les calories (énergie) sous forme de
triglycérides. Lorsque le corps a besoin d’énergie, des signaux de régulations
spécifiqgues ordonnent au tissu adipeux de libérer les lipides stockés (Bender et al,
2008).

6.1. L’insuline et le glucagon

L’insuline et le glucagon sont les deux hormones principales de la régulation du
stockage et de l'utilisation de I'énergie. L’insuline, hormone secrétée par la partie
endocrine du pancréas, plus précisément, les cellules 3 des ilots de Langerhans, est
la plus connue des hormones de stockages, son role principal est de médier le
stockage des carbohydrates et des lipides dans les cellules hépatiques et
musculaires pour le glucose sous forme de glycogene, et adipocytaires pour les
lipides sous forme de triglycérides. Inversement, la libération de I'’énergie stockée est
médiée par le glucagon, qui est quant a elle, sécrétée par les cellules a des ilots de
Langerhans (Malaisse et al, 1982) (Oberley, 1988).

Le mode d’action de ces hormones est trés complexe, il passe par divers étapes,
allant de la réception de I'hormone par des récepteurs qui reconnaissent
spécifiquement chaque hormone, passant par la transduction du signal a
'accomplissement de l'ordre donné par cette derniere (Figure 16 ; Figure 17)
(Malaisse et al, 1982) (Oberley, 1988).

Figure 16 : Mécanisme biochimique de I'action de I'insuline (Oberley, 1988).
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MUSCLE

Figure 17 : Mécanisme biochimique de I'action du glucagon (Oberley, 1988).

Au niveau des cellules cibles, I'insuline facilite la pénétration du glucose dans les
cellules en augmentant la perméabilité de leur membrane via des récepteurs au
glucose, exemple GLUT 4. Au niveau du foie, elle stimule la glycogénogenese
(Malaisse et al, 1982) (Oberley, 1988).

La capacité de linsuline a favoriser ['utilisation du glucose par les tissus
périphériques définit le degré de sensibilité a l'insuline d’'une personne. Chez les
humains obéses et/ou diabétiques, cette action de I'insuline est fortement réduite et
cette perturbation est due a un défaut au niveau du transport du glucose. Les
mécanismes par lesquels linsuline stimule ce processus dans les cellules
musculaires et adipeuses sont indiqués dans la (Figure 18) (Buysschaert et la, 1999)
(Raccah, 2004) (Weaber, 2007).
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Figure 18 : Stimulation de I'enrichissement de la membrane plasmique en GLUT 4
par l'insuline (Kahn, 1992).

ATP ADP +
+protéine  protéine
phosphordée

Au cours des années quarante, une nouvelle hormone de la régulation de

'approvisionnement énergétique a était découverte, la Leptine.
6.2. La leptine

La leptine est responsable de la prise alimentaire. C’est une protéine de 147 acides
aminés, produit de la traduction du gene ob. Elle appartient a la famille des cytokines
hélicoidales de type IL-6. Elle partage une forte homologie de structure avec la GH
(Growth hormon). L’hormone est produite par les adipocytes de la graisse blanche,

ceux de la graisse brune n’en synthétisent pratiguement pas (Baudin, 2000).

6.2.1. Médiation des effets de la leptine

Les effets de la leptine sont médiés par la liaison a des récepteurs situés dans le
systeme nerveux central et les tissus périphériques. Ces récepteurs appartiennent a
la classe | des récepteurs des cytokines et résultent d’'un épissage alternatif, avec au
moins cing formes dont les principales sont Ob-Ra et Ob-Rb. La mutation d’Ob-Rb est
responsable d’obésité chez la souris. Il est probable qu’Ob-Ra est impliqué dans le
transport de la leptine a travers de la barriere hémato-encéphalique, alors qu’Ob-Rb
qui comprends une longue chaine intracellulaire (Figure 19), est le médiateur des
effets intracellulaires de la leptine. L'expression d’Ob-Ra est ubiquitaire, alors que
celle d’Ob-Rb est beaucoup plus restreinte, notamment a I'’hypothalamus. Un systéme

complexe de kinases intracellulaires, successivement janus kinase, puis kinases
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STATS (signal transducers and activators of transcription) est responsable de la

médiation intra cellulaire des effets de la leptine (Baudin, 2000) (Combe et al, 2001).

Physiologie des lipides
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Figure 19 : Schéma représentatif et réles des sous-domaines du récepteur Ob-Rb

(Streit G, 2005).

CRH1: Domaine Cytokine Receptor Homology 1; Ig-like: Domaine ig-like; CRH2: Domaine Cytokine
receptor homology 2; FNIII: domaine de type Fibronectine; WSXWS: sequence Trp-Ser-X-Trp-Ser; Y:
Tyrosine; Box 1: sequence box 1; JAK: Janus kinases; STAT: signal transducers and activators of
transcription; SOCS: suppressors of cytokine signaling.

6.2.2. Effet de laleptine

Depuis sa découverte, la leptine a été percue comme une hormone dont la cible
principale était le systéme nerveux central, par lequel elle régule de nombreuses

fonctions comme l'appétit, la reproduction, ainsi que le métabolisme osseux.

Cependant il a été démontré que le récepteur de la leptine n’était pas localisé
uniquement dans I'hypothalamus. Au niveau périphérique, il existe de nombreux
sites de liaisons pour la leptine sur divers organes : foie, coeur, poumon, reins,

pancréas, moelle hématopoiétique et sur les os.

La leptine agit au niveau de I'’hypothalamus, régulateur des centres de la satiété et
de la faim, ceci par un mécanisme de "rétrocontréle". La leptine est inhibitrice de
'expression du neuropeptide Y (NPY). Ce neuropeptide agit sur divers paramétres
du métabolisme énergétique : il stimule la prise alimentaire et diminue la
thermogenése. La leptine provoque donc une réduction de la prise alimentaire, une
augmentation de la thermogenése et une augmentation du métabolisme basal.

Produite par les adipocytes en réponse a une augmentation des réserves de
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matiéres grasses, elle agit comme un adipostat, et permet l'arrét de la prise de
nourriture et 'augmentation de la dépense énergétique. A l'inverse, la diminution des
réserves de matieres grasses, qui a pour consequence de réduire la sécrétion de
leptine, de stimuler la prise alimentaire et une diminution des dépenses
energétiques (Cortet, 2002).

La synthése de la leptine est régulée par différents facteurs, tel que l'insuline, la

glycémie, d’ou on peut citer aussi la masse corporelle (Figure 20).

Prise alimentaire
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Figure 20 : Facteurs régulateur de la leptine (Cassy et al, 2001).
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Physiopathologie des lipides

Les pathologies liées a un disfonctionnement de la physiologie des lipides sont
aujourd’hui considérées comme étant une menace majeure de santé publique,
freguemment et étroitement associée a des complications graves (diabete de type I,
maladies cardiovasculaires, cancer...). L'obésité et la dyslipidémie sont les
pathologies qui causent les plus grands torts a l'organisme (Bonsergent, 2012)
(Boscquier et al., 2006).

1. L’obésité

L’obésité est devenue I'une des maladies les plus répondues au monde. Elle est
avérée par les professionnels de la santé comme multifactoriels ayant des
conséquences diverses sur l'organisme ; touchant des individus sans distinction

sexuelle, classe sociale ou catégories d’ages (Boscquier et al., 2006).

Cette pathologie devient une préoccupation majeure pour les pays, principalement
pour I'occident ou le niveau de vie est beaucoup plus élevé et est dirigé vers la
sédentarisation, et donc, vers [l'utilisation majoritairement de produits industriels
riches en lipides et glucides en tous genres, favorisant la prise excessive de calories
(UMVF, 2011).

1.1. Prévalence

Selon une autre estimation de 'OMS en 2013, 35% des adultes dans le monde
sont atteints d’obésité ou de surpoids, dans la quasi-totalité de la planete, y compris

les pays émergents (Basdevant, 2014).

En Algérie, selon une enquéte de 'ONS (organisation national de la santé) en
2006, le taux de I'obésité avoisine les 22 %, avec une proportion de 30% pour les
Algériennes et de 9% pour le sexe masculin, et selon une autre enquéte tenu par
'OMS (organisation mondiale de la santé) en 2007, ce taux est plus alarmant, en
classant 53% des femmes et 36% d’hommes dans la catégorie des personnes
présentant, selon les normes établies, un excés de poids ou carrément de I'obésité.
Concernant les enfants, I'étude de I'ONS susmentionnée a révélé que 9.3%

d’enfants de moins de 5 ans sont obéses ou en surpoids (Dr Lahlou, 2007).
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1.2. L’indice de masse corporelle

Chez I'adulte (aprés 18 ans), I'obésité est définie par un IMC > 30kg/m?2, associé a
une augmentation du risque de morbidité et de mortalité. Les seuils sont les mémes

chez les deux sexes (tableau I) (Ciangura et al., 2011).

Tableau | : Définition et classification des obésités de I'adulte d’aprés 'OMS
(Ciangura et al., 2011).

Classification IMC (kg/m?) Risque de morbidité
Valeurs de référence 18.5a24.9 Moyen

Surpoids 25.0a29.9 Légerement augmenté
Obeésité

Type | (modérée) 30.0a34.9 Modérément augmenté
Type Il (sévere) 35.0a39.9 Fortement augmenté
Type Il (massive, =40 Tres fortement augmenté
morbidité)

1.3. Les causes de I’obésité

L’obésité est une maladie de la mutation économique. Elle est le résultat d’'un
déséquilibre énergétique ; les apports dépassant les dépenses pendant une durée
prolongée. De nombreux facteurs, a la fois environnementaux et individuels peuvent
étre a l'origine de ce déséquilibre. lls peuvent étre regroupés dans trois groupes de

déterminants du surpoids et de I'obésité (Bonsergent, 2012):

o Les déterminants génétiques,
o Les déterminants physiologiques,

o Les déterminants environnementaux ;

1.3.1 Déterminants génétiques

La génétique n’intervient que comme un facteur de susceptibilité. L’illustration la
plus explicite de l'interaction génes-environnement est fournie par des expériences
de suralimentation et par I'étude des jumeaux. Des individus soumis a une méme

suralimentation pendant trois mois different dans leur capacité a prendre du poids :
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certains gagneront 2 kg, d’autres plus de 10 kg, mais la prise de poids de jumeaux

homozygotes est parfaitement corrélée (Bonsergent, 2012).

L’hypothése du « géne d’épargne » (thirfty gene) est actuellement au coeur de la
conception physiopathologique de I'obésité humaine. Ces génes prédisposeraient
certains individus a une meilleure efficacité métabolique, a une capacité de stockage
particuliére en cas d’excés d’apport ou de défaut de dépenses énergétiques. Cette
prédisposition pourrait également provenir d’'une empreinte laissée par les conditions
intra-utérines ou post-natales sur le systeme de régulation de la balance
énergétique. L’objet de cette susceptibilité génétique varie : certains individus
peuvent étre susceptibles aux effets de la sédentarité, d’autres aux effets de

I'alimentation enrichie (hyper-glucidique et lipidique) (Bonsergent, 2012).

D’autres facteurs touchant le géne Ob peuvent intervenir dans I'apparition d’'une
obésité. En effet, des déficiences du récepteur Ob-Rb causées par des mutations au
niveau des domaines de liaison a la leptine, causeraient la leptine-résistance, en

référence a l'insulino-résistance (Combe et al., 2001).

Si la génétique joue manifestement un role dans le développement de I'obésité, la
spectaculaire progression de la prévalence de la maladie dans le monde ne peut
s’expliquer par une modification des caractéristiques génétiques des populations,
mais plutdét par linteraction des propriétés génomiques de l'individu avec son
environnement, sous linfluence des évolutions comportementales de la société
(Bonsergent, 2012).

1.3.2. Déterminants physiologiques

Ces déterminants s’appliquent principalement au cours de I'adolescence, qui est
une phase vulnérable pour le développement d’un surpoids ou d’'une obésité. En
effet, cette période est trés importante dans le développement humain, caractérisée
par une croissance somatique significative et la maturation des caracteres sexuels
secondaires (puberté). Cest donc, lors de la puberté, que ces déterminants
s’appliquent, car elle est associée aux gains de masse maigre et de masse grasse
(Bonsergent, 2012).
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1.3.3. Déterminants environnementaux

Le concours vers une vie meilleure et simple accessible a tous, a orienté le marché
mondiale vers lindustrialisation et a une économie basée sur les échanges
commerciaux. Cette orientation s’est accompagnée d’'une amélioration du niveau de
vie, mais elle a eu également, diverses conséquences négatives ayant conduit,
directement ou indirectement, a I'apparition de modes alimentaires et d’activités

favorisant le développement du surpoids et de I'obésité (Bonsergent, 2012).

- La nourriture est désormais plus abondante, attirante et accessible a tous,
plus riche en sucres et lipides, ce qui induit 'excés des apports énergétiques
(ANIA, 2004).

- La diminution de l'activité physique est aussi plus répandue, résultante d’un
penchement vers des métiers de bureaux plutbét qu’aux métiers manuels ; le
développement de systemes de transports de plus en plus motorisés et
modernes favorisant le repos (pas d’effort conséquent) ; le développement de
loisirs sédentaires (Télévision, ordinateurs, jeux vidéo ...) (ANIA, 2004).

- L’évolution des comportements sociaux-psychologiques (I'alimentation au

travail ; remise en cause de l'autorité familiale ...) (ANIA, 2004).

2. Les dyslipidémies

Une dyslipidémie est une anomalie caractérisée par une concentration
anormalement élevée ou diminuée de lipide (cholestérol, triglycérides, acides gras
libres ou phospholipides) dans le sang. Dans le sens médical pratique, la
dyslipidémie caractérise uniqguement une augmentation du taux de ces éléments,
une diminution étant tres rare. Ces lipides sont transportés dans le sang en
association avec des protéines (apolipoprotéines) formant des complexes appelés
les lipoprotéines. Cette pathologie est un facteur de risque de maladies

athéromateuses (calcification de cholestérol dans les artéres) (Reiner et al., 2011).
Il existe deux types principaux de dyslipidémies :

- L’hypercholestérolémie ;

- L’hypertriglycéridémie.
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2.1. L’hypercholestérolémie

Elle est caractérisée par un taux €levé de cholestérol sanguin. Elle est considérée
comme un trouble métabolique plutét que comme une maladie en soi (Glasziou et
al., 2008).

Il existe trois types d’hypercholestérolémie décrite par Fredrickson, et sont illustrés

dans le tableau IlI.

Tableau Il : Classification des hyperlipidémies (Glasziou et al., 2008).

Classification de Taux de Taux de Classification de De
Fredrickson cholestérol triglycérides Gennes
Type lla Normal Hypercholestérolémies
essentielles
Type IIb Elevé Elevé
Type lli Légérement élevé Hyperlipidémies
mixtes

Ces hyperlipidémies sont dues a I'augmentation du cholestérol contenu dans les
lipoprotéines LDL (lipoprotéines a faible densité) et VLDL (lipoprotéines a tres faible

densité), qui transporte le cholestérol du foie vers les tissus périphériques.
2.2. L’hypertriglycéridémie

L’hypertriglycéridémie désigne I'élévation du taux de triglycérides dans le sang.
L’origine de cette pathologie est diverse : héréditaire ; une consommation excessive
d’alcool, de graisses ou de sucres alimentaires ; la sédentarité, le diabéte et les

maladies rénales (Dunbar et Rader, 2005).

Les hypertriglycéridémies sont souvent associée a d’autres facteurs de risque
comme |'obésité abdominale, I'hypertension, un haut taux de glucose sanguin et un
taux de HDL-cholestérol trop bas (Dunbar et Rader, 2005).

L’anomalie favorise [l'apparition de maladies cardiovasculaires par dépbt
d’athérome sur les parois des principaux axes artériels et dans les vaisseaux
coronaires, réduisant ainsi leur fonctionnement et augmentant de fait le risque de

maladie cardiovasculaire (Sarwar et al., 2007).
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3. Athérosclérose

Elle représente le type le plus courant de durcissement des arteres, est
caractérisés par un épaississement des arteres riches en cholestérol (athéromes).
C’est une maladie progressive qui débute par le dép6t intracellulaire de lipides
(principalement des esters de cholestérol) dans les cellules de la paroi artérielle des
muscles lisses. Ces liaisons deviennent fibreuses et se calcifient en plaques qui
rétrécissent les arteres pouvant méme les obstruer. Des caillots de sang peuvent se
former et bloquent le passage du sang et I'alimentation de 'organisme en oxygéne.
Si les obstructions se produisent dans les arteres coronaires, un infarctus du
myocarde ou une attaque cardiaque peuvent se produire, principale cause de
mortalité dans les pays industrialisés (Hames et al., 2006).

4. Complications associées a I’obésité :

L’obésité influence directement le pronostic fonctionnel et vital, notamment dans
les situations d’obésité dite « morbide », est-ce du fait de ses nombreuses

complications.

La masse grasse, chez les individus normaux, du point de vue du corps de la
santé, représente 15 a 25 kg, pouvant atteindre chez les sujets obéses 25,100 voire
200 kg. Une inflation de 100 a 200% d’'un organe n’est pas sans conséquences. Le
tissu est un organe tres actif, étant donné ses nombreuses fonctions. A
I'accroissement des demandes métaboliques doit répondre I'adaptation de la fonction
cardiaque, ventilatoire et hémodynamique. L’obésité rend cette adaptation trés

difficile en particulier en raison des contraintes mécaniques (Ciangura et al., 2011).

L’adaptation de I'organisme a cette situation, pour satisfaire les besoins, impose
une augmentation du réseau vasculaire, des volumes plasmatiques et du débit
cardiaque. Ceci aboutit @ un accroissement du travail ventriculaire. L’augmentation
de la consommation d’oxygéne et de la production de gaz carbonigue impose, aussi,
une augmentation de la ventilation alvéolaire et du travail ventilatoire. Or ceux-ci sont
altérés par la diminution de la compliance de la paroi thoracique et de la compliance
pulmonaire (liée a 'augmentation du volume sanguin pulmonaire et a [linfiltration

graisseuse) (Ciangura et al., 2011).

Page 25



Chapitre Il : Physiopathologie des lipides

Les nombreuses complications physiologiques de I'obésité sont résumées dans le
tableau Ill. Parmi les complications psychosociales, la discrimination envers les
individus obéses ainsi que la dépression peuvent altérer significativement la qualité
de vie. La norme « idéal de minceur » de la société contemporaine peut participer au
développement de troubles du comportement alimentaire, qui favorise la prise de
poids (Dubot-Guais, 2005).

Tableau 1l : Principales complications physiologiques de I'obésité (Ciangura et al.,
2011).

Cardiovasculaires Hypertension artérielle 3
Insuffisance coronarienne 3, accidents vasculaires
cérébraux 2
Insuffisance cardiaque
Thromboses veineuses profondes, embolie
pulmonaire

Respiratoires Dyspnée, syndrome restrictif
Syndrome d’apnées du sommeil
Hypoventilation alvéolaire

Asthme
Mécaniques Gonarthrose, coxarthrose, lombalgies
Digestives Hernie hiatale, lithiase biliaire, reflux

gastro-cesophagien
Stéatose hépatique, NASH

Cancers Homme : prostate, colon

Femme : sein, ovaire, endométre, col

Métaboliques- Insulinorésistance 2, diabéte de type 2 2
endocriniennes Hypertriglycéridémie 3, hypo HDLémie 2
Hyperuricémie 3, goutte
Dysovulation, syndrome des ovaires
polykystiques
Hypogonadisme (homme, obésité massive)

Cutanées Mycoses des plis, lymphcedéme

Rénales Protéinurie, hyalinose segmentaire et focale

Urologiques Incontinence urinaire

Risque opératoire

Autres Hypertension intracranienne, complications
obstétricales

NASH : non alcoolic steato-hepatite ; HDL : high density lipoprotein.
* Lié(e)(s) a I'adiposité abdominale.
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Rhamnus alaternus L.
1. Description du le Rhamnus alaternus L (Nerprun alaterne):

Rhamnus alaternus L. appartenant a la famille des « Rhamnaceae », c’est un
arbrisseau de 1 a 5 metre, formant des buissons épais d’'un vert brillant ; il est
caractéristique des garrigues méditerranéennes. C’est I'un des divers représentants
du genre Rhamnus. Rhamnus alaternus L. a de minuscules fleurs jaunatres,
dioiques, mono-sexuées, qui apparaissent au mois de mars, parfois avant. Ses fruits
sont des baies d’abord rouges, puis noires a maturité et sont qualifiés de drupes car
ce sont des fruits charnus a noyaux, tel que les cerises. Quant a ses feuilles, elles
sont alternes, ovales, courtement pétiolés, épaisses et coriaces (Figure 21). Sa
croissance est lente, cependant sa durée de vie peut aller jusqu’a 100 ans (Ait
Youssef, 2006) (Bas et al, 2009) (Stocker et al, 2004).

Figure 21 : Rhamnus alaternus L (feuilles, fleurs, fruits).
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Rhamnus alaternus L. se développe spontanément sur les coteaux calcaires a une
altitude comprise entre 0 et 1000 metres, principalement en nord Afrique (Algérie,

Tunisie, Maroc ...), et sur le littoral de I'Europe méridionale (Aronne et al, 1995).

2. Classification botanique et nomenclature:
La classification de Rhamnus alaternus L. est détaillée dans le tableau IV.

Tableau IV : Classification botanique et phylogénique de Rhamnus alaternus (Yi-ling
C et Pan-Kai C, 1982).

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus

Nom binominal (espece) Rhamnus alaternus

Selon la classification phylogénique, Rhamnus alaternus appartient au genre des
Rosales et a la famille des Rhamnaceae. On distingue ainsi deux sous especes : R.

alaternus alaternus et R. alaternus myrtifolia (Yi-ling C et Pan-Kai C, 1982).
Selon le pays, Rhamnus alaternus L. possede plusieurs noms vernaculaires:

En arabe : Amllile’ce(udsl), Mlila (di), Soitfair (Leils), Oud El-khir (Ll a5)
(Tunisie) ou bien Safir (L#+). En Kabyle : Mélilés (Algérie) (Bhouri et al. 2012)
(Debeaux, 1984). En anglais : Buckthorn. En Francais : Nerprun, En Allemand :
Kreulzdorn. En Espagnol : Aladierna, CoscoUnia, Sanguino de Andalucia. En Italien :
Alaterno, LegnoPuzzo (Gubb, 1913).
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3. Les métabolites secondaires du Rhamnus alaternus :

Les métabolites secondaires font I'objet de nombreuses recherches dans le
domaine thérapeutique, in-vivo et in-vitro. Ceci est notamment le cas des
polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et
anti-radicalaires, en patrticulier les flavonoides et les proanthocyanidines (Bahorun,
1997).Les métabolites secondaires sont souvent considérés comme n’étant pas
essentiels a la vie de la plante. lls sont biosynthétisés a partir de métabolites
primaires et jouent un rdle majeur dans les interactions de la plante avec son
environnement, contribuant ainsi a la survie de I'organisme dans son écosystéme
(Tran et al., 2004) (Raven et al., 2000).Leur fonction dans les plantes est liée a la
régulation métabolique, la croissance, le processus de lignification, la coloration de
certaines parties et la protection contre l'attaque des organismes pathogénes. Ce
sont des molécules qui ne participent pas directement au développement des plantes
mais plut6t interviennent dans les relations avec les stress biotiques ou améliorent

I'efficacité de reproduction (Croteau et al., 2000).
Les métabolites secondaires se classent en trois grands groupes chez les plantes :

- Polyphénols : tanins, lignine, flavonoides, acides phénoliques.

- Alcaloides

- Terpénes : hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sésquiterpénes (C15),
Diterpenes (C20), triterpénes (C30), tétraterpenes (C40).

Plusieurs études de caractérisation des extraits des parties aériennes (feuilles,
fleurs et tiges) et sous terraine (racines) du R. alaternus ont révélé la présence de
différents types de métabolites secondaires : Anthraquinones, coumarines, tanins et
principalement des flavonoides (Ben Ammar et al, 2008).

L’étude phytochimique sur les extraits des parties aériennes et les racines de R.
alaternus a révelé qu’il contient dans ses fleurs, feuilles et racines, des
anthraquinones telles que 'Emodine ou Chrysophanol (sous leur formes réduites ou

glycosylées), physcione et alaternine (anthraquinones aglycones) (Ben Ammar et al,
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2007), tandis que certains sont riches en flavonoides (Figure 22). Leur richesse en

ces composes, explique leurs facultés, ou pouvoirs cités précédemment.

OH [=] oH OH [s] OH
R I X
o O‘O oy ® Z en,
[=]
R=H Emodine R =0CH; Physcion
R=0H Alaternine (Bortolomeazzi et al, 2007) R=0H Emodine

R=H Chrysophanol (JainetPartil,
2010)

Kaempferol (Jain et Parti, 2010) Quercétine (Jain et Partil, Apigénine (Kawasaki et al,
2010 2010)

Figure 22: Structures chimiques de quelques polyphénols de R. alaternus L (Harrar,
2012).

R. alaternus fait partie de I'une des especes riches en flavonoides. Il contient de la
quercétine, l'alaternine et le kaempférol, Kaempférol -3-O-isorhamnoside,
rhamnocitrin-3-O-isorhamnoside et rhamnetin-3-O-isorhamnoside, ces derniers

glycosylées, ont un grand pouvoir antioxydant (Figure 23) (Ben Ammar et al, 2009).
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Figure 23: Structure de Kaempférol -3-O-isorhamnoside, rhamnocitrin-3-O-

isorhamnoside et rhamnetin-3-O-isorhamnoside (Ben Ammar et al, 2009).

3.1. Les flavonoides :

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ce sont des pigments (quasi) universels
des végétaux, presque toujours hydrosolubles (Chira et al, 2008) (Erlund, 2004)
(Havsteen, 2002).

lls sont présents d’'une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils
peuvent étre localisés dans différents organes, rencontrés a la fois sous forme libre
ou glycosylée. Ces composés sont reconnus pour leur nombreuses activités
biologiques tel-que : Antivirale ; anti-inflammatoire et anticancéreuse (Chira et al,
2008).

Les flavonoides sont le produit de l'une des deux voies du métabolisme
secondaire, la voie de l'acide shikimique (Elicoh-Middeleton, 2000) (Hollman et al,
1999). Le squelette de base des flavonoides est formé de deux cycles aromatiques
(benzéniques) A et B liés par un pont tri-carboné formant un hétérocycle oxygéné
avec le cycle A comprenant 15 atomes de carbones avec la participation d’'un atome
d’oxygéne formant une structure en Cs-C3-Cs (Figure 24). L’élément qui différe entre

les différentes classes de flavonoides est I'hétérocycle (Chira et al, 2008).
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Figure 24: Structure de base des flavonoides (Kebieche, 2009).

4. Propriétés pharmacologiques et toxicologique de Rhamnus alaternus L :

Traditionnellement, R. alaternus a été employé en tant que digestif, diurétique,
laxatif, hypotenseur et pour le traitement des complications hépatiques et
dermatologiques. Les baies de la plante ont une action purgative, d’'une saveur apre,
elles sont employées en médecine vétérinaire. Les feuilles en infusion constituent

des gargarismes astringents.

Des études sur les extraits bruts de R. alaternus ont permis de mettre a jour des
activités ou des pouvoirs antioxydants, anti-mutagénique (Ben Ammar et al, 2005),
anti-hyperlipidémique (Hechache et Khelloufi, 2013) et antimicrobienne (Harrar,
2012).

Hechache et Khelloufi(2013), ont démontré que les extraits méthanoliqgues des
feuilles de Rhamnus alaternus L. sont trés tolérables, étant donnée qu’a la dose de
5000 mg/kg, il N’y a eu aucun effets indésirable, donc toxique décelable, ce qui les a
poussé a conclure que la plante est considérée comme étant presque non toxique
(5000 mg/kg< DLso orale<15000 mg/kg).
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Matériel et méthodes
.  Matériel
1. Matériel végetal

Dans cette étude, les feuilles de Rhamnus alaternus L. ont été récoltées dans une
région ombrée de la commune de TALA HAMZA (36° 42’ 19” Nord ; 5° 02’ 15” Est)
de BEJAIA (Algérie) en Février 2014.

Les feuilles saines de R. alaternus, aprés étres cueillies, ont été lavées pour
éliminer toutes traces de poussiéres. Elles ont été séchées dans une étuve a 40 °C

pendant une semaine.

Apreés le séchage, les feuilles ont été broyées a I'aide d’un broyeur électrique, en
fine poudre homogéne aprés plusieurs passages. La poudre obtenue a été
conservée dans un bocal fermé, a température ambiante, a I'abri de la lumiére et de

’humidité, jusqu’a utilisation.
2. Matériel animal

Dans cette étude, 27 souris Swiss albinos agées d’environ deux mois, obtenues de
I'Institut Pasteur d’Alger. Les individus pesés de 24 a 35 grammes. Elles sont issues

de portées différentes.

Les animaux ont été placés dans des cages transparentes, a une température
ambiante de 19 £ 2 °C, avec un cycle moyen de 10/14 h (lumiére/ obscurité). lls ont
été alimentés par des granules provenant de SARL SICAGRI (Société d’Intérét
Collectif des Agriculteurs) de Kherrata (Bejaia) et de I'eau du robinet. Le confort des
souris dans chacune des boites a été assuré par une litiere constitué de sciure de

bois changée tous les 3 jours pour une hygiene optimale.
[I. Méthode
1. Extraction méthanolique

La procédure d’extraction a été accomplie en suivant la méthode de MARKHAM
(1982), avec quelques modifications, afin d’obtenir un extrait riche en polyphénols,
en utilisant comme solvant d’extraction le méthanol. Elle consiste a extraire avec du

meéthanol par épuisement de I'échantillon, suivit d’'une délipidation a I'hexane.
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L’échantillon est épuisé par I'ajout de méthanol a 85% et cela trois fois de suite.
Cette pratique épuise I'échantillon de ses molécules qui ont une affinité particuliere
avec le solvant utilisé, ici le méthanol. Le méthanol est a 85% (15% d’eau distillé)
cela pour augmenter la polarité du milieu et ainsi augmenter I'extraction et donc le

rendement.

20 grammes de poudre des feuilles de R. alaternus ont été mélangés a 200 ml du
meéthanol/eau distillée (85/15%). Le mélange est laissé sous agitation magnétique
pendant une nuit a température ambiante, puis ils ont été mis au repos quelques
heures au réfrigérateur. Le macérat est filtré sur papier filtre Wattman. Le filtrat (1)
obtenu a été conservé au réfrigérateur. Le résidu (1) résultant a été re-mélangé avec
200 ml de solution de méthanol 85% et a été remis a une agitation magnétique
pendant une nuit. Le lendemain, il a été filtré et le filtrat (2) a été mélangé avec le
premier. Une derniere macération a été faite au résidu (2) suivant le méme
enchainement que les deux premiéres macérations, et le filtrat (3) obtenu est rajouté

aux deux premiers.

Le filtrat total des trois macérations successives a subi trois lavages successifs
avec de I'hexane afin de le débarrasser I'extrait des cires, des lipides et de la
chlorophylle. Aprés cela, la solution a été soumise a une évaporation sous une hotte
a température ambiante pendant plusieurs jours afin d’obtenir I'extrait sec (Figure
25).

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Rd (%) = P/Po x 100

- Rd (%) : Rendement exprimé en pourcentage ;

Avec :

- P : Poids en gramme de I'extrait sec apres extraction ;

- Po: Poids de la poudre avant extraction.
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Broyage

- Extraction {méathanol B5%) ;

- Filtration {papier Wattman.

- Extraction {méathanol 85%) ;

- Filtration {papier Wattman.

:

- Extraction {mathanol 85%) ;

- Filtration {papier Wattman.

l ,

l' - Délipidation avec I'hexane
Filtrat combiné > Extrait délipide

- Evaporation du méthanol

Figure 25 : Schéma de I'extraction méthanolique de la poudre des feuilles de R.

alaternus par épuisement (Kebieche, 2009).

2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur de l'extrait méthanolique en polyphénols totaux a été déterminée en
suivant le protocole d’Owen et Johns, (1999).

Cette méthode de quantification des composés phénoliques totaux, exploite la

proprieté du réactif de Follin-ciocalteu, constitué par un mélange d’acide
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phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) de
couleur jaune, a étre réduit lors de I'oxydation des polyphénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WsOz23) et de molybdéne (MosOz23). La couleur est
mesurée par spectrophotométrie. La coloration est proportionnelle a la teneur de

I'extrait végétal en polyphénols totaux.

250 pl d’extrait de R. alaternus de 0.5 et 0.25 mg/ml solubilisé dans du méthanol
ont été ajoutées, a température ambiante, a 1.25 ml du réactif de Follin-ciocalteu (0.1
N). Apres agitation, on laisse incuber pendant 5 min la solution, puis on ajoute 1 ml
d’'une solution de monohydrate carbonate de sodium (7.5% p/v). Le mélange est
laissé a incubation pendant une heure a 'obscurité et a température ambiante, puis
'absorbance est mesurée a 740 nm contre un blanc préparé suivant les mémes
conditions, sauf que [l'extrait est remplacé par le méme volume de solvant

d’extraction.

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression de
la courbe d’étalonnage réalisée avec différentes concentrations d’acide gallique (0-
90 pg/ml) dans les mémes conditions que le dosage de I'échantillon (Figure 26). La
teneur en polyphénols totaux est exprimée en équivalents milligramme d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG/ g d’extrait).

Courbe d'étalonnage de l'acide gallique

0,9
0,8 y =8,1524x L
0,7 R2=0,9878

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

concentration mg/ml

Figure 26 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.
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3. Dosage des flavonoides

Le dosage de la teneur de I'extrait méthanolique de R. alaternus en flavonoides a
été accompli en suivant la méthode décrite par QUETTIER-DELEU et al (2000).

Grace a leurs groupements hydroxyles libres, les flavonoides forment des
complexes jaunatres en présence du trichlorure d’aluminium (AICI3). La couleur

obtenue est proportionnelle a la quantité de flavonoides complexeés.

1 ml de différentes concentrations de I'extrait méthanolique de R. alaternus (0.5,
0.25, 0.125, 0.1 mg/ml), a température ambiante, est ajouté a 1 ml d’'une solution de
trichlorure d’aluminium (2% dans le méthanol). Aprés une incubation de 15 min, la
mesure de I'absorbance est lue & 410 nm contre un témoin préparé suivant la méme

procédure, sauf que I'extrait est remplacé par le méme volume de méthanol.

La concentration des flavonoides dans l'extrait méthanolique est calculé a partir
d’'une courbe d’étalonnage réalisée avec différentes concentrations de quercétine (0,
5, 10, 15, 20, 25, 30 pg/ml), en suivant le méme mode opératoire que pour
'échantillon (Figure 27). La teneur en flavonoides est exprimée en eéquivalents

milligramme de quercétine/ gramme d’extrait (mg EQ/ g d’extrait).

Courbe d'étalonnage de la quercétine

1,2

y =53,19x% d
1 R?=0,9938

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Concentration en mg/ml

Figure 27 : courbe d’étalonnage de la quercétine.
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4. Evaluation de I’activité antioxydante

L’extrait méth.anolique des feuilles de Rhamnus alaternus L. a été testé sur le
pouvoir antioxydant par deux tests, DPPH et ABTS, pour déterminer l'effet anti-

radicalaire.
4.1. Evaluation de l’activité anti-radicalaire, test DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) (Figure 28) est un radical libre synthétique
de couleur violette, qui vire au jaune en présence de capteurs de radicaux libres, et
se réduit en 2,2-diphényl-1-picryl hydrazine. La décoloration du DPPH lors de la

réaction de réduction est suivie par mesure de I'absorbance a 517 nm.

L’analyse de l'activité anti-radicalaire de I'extrait méthanolique de R. alaternus sur
le DPPH a été effectuée en suivant le protocole ’ATHAMENA et al (2010).

+ Antioxydant-OH N N I + Antioxvdant-O"

. N ~ —— N -
Ne NH
ON_ l ~NO, ON. J . NO,
DPPH" (viole) DPPH (jaunc)

Figure 28 : Réaction d’'un antioxydant avec le DPPH (Bastida et al., 2002)

Une solution de DPPH (5mM) a été préparée. 50 ul de la solution DPPH (5 mM)
ont été mélangée a 2.5 ml de différentes concentrations de I'extrait méthanolique (O-
100 pg/ml). Aprés 30 min d’incubation a température ambiante et a I'obscurité,
'absorbance est mesurée a 517 nm comme cité précédemment. Les résultats
obtenus de la mesure de l'activité scavenger du DPPH par I'extrait méthanolique de
R. alaternus ont été exprimé par rapport a ceux obtenus par la mesure de 'activité de
la quercétique, un antioxydant de référence, a différentes concentrations (0, 25, 50,

75, 100 pg/ml) réalisée sous les mémes conditions.
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L’activité anti-radicalaire de I'extrait a été exprimée en pourcentage d’inhibition

%I = (At - Ae)/ At x 100

- %l: pourcentage de réduction du radical DPPH;

selon la formule :

Avec:

- At: Absorbance du témoin (méthanol + DPPH) ;
- Ae: Absorbance de I'extrait (extrait + DPPH) ;

La concentration effectrice 50 % (ECso) a été déterminée a partir de la courbe de
pourcentage de réduction de DPPH. L’ECso est exprimé en pG/ml et est comparée

avec celle du standard.
4.2. Détermination de I'activité anti-radicalaire, test ABTS

Ce test est dit méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Le radical
cationique (ABTS™) est produit par oxydation de 'ABTS (sel d’'ammonium de I'acide
2,2’-azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) aprés I'addition du persulfate de
potassium. De I'ABTS (7mM) est mélangé avec du persulfate de potassium
(2.45mM) (K20sS2) et laissé a incubation pendant 16h. Le sel perd un électron pour
former le radical cationique de couleur sombre (vert bleu) en solution. En présence
de l'agent antioxydant, le radical est réduit pour donner le cation ABTS*, ce qui

entraine la décoloration de la solution (Figure 29).

L’analyse de l'activité scavenging du radical ABTS™* a été réalisée en suivant le
protocole de Mighri et al, (2010).
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Figure 29 : Oxydation de 'ABTS (Owen et Johns, 1999)

Le radical est préparé de la maniére cité précédemment. La solution d’ABTS™
obtenue est diluée ensuite avec de I'eau distillé afin d’obtenir une absorbance de
0.7+0.02 a 734 nm.

20 pl de l'extrait @ une concentration de 1 mg/ml ont été ajoutés a 2 ml de la
solution d’ABTS™ diluée. Un standard de Trolox (Annexe |) a été réalisé suivant la
méme procédure mis a part qu'une gamme de concentration a été utilisée (0- 100
Mg/ml). Aprés 7 min d’incubation dans les conditions adéquates, I'absorbance a été

mesuré a 734 nm.

Le pourcentage de l'activité scavenger du radical ABTS™* est calculé comme suit :
%I = (Ao- A1)/ Ao x 100

- %I: pourcentage de réduction du radical ABTS™*;

Avec:

- Ao: Absorbance du contréle (contenant seulement TABTS™) ;

- A1: Absorbance de la solution I’ABTS * contenant I'extrait.
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5. Evaluation de I’effet inhibiteur de I’activité de la lipase pancréatique par
I’extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus L
5.1. Extraction de la lipase pancréatique de souris

L’extraction et la purification partielle de la lipase pancréatique de souris a été

réalisée suivant le protocole de Shahani et al (1975).

Huit pancréas de souris fraichement récoltés ont été lavés puis placés dans du
saccharose glacé (0.01M) a 4°C. Les pancréas sont homogénéisés a l'aide d’un
polytron (Kenematica pt 10-35), dans du saccharose froid pendant 90s. L’homogénat
obtenu est ensuite centrifugé dans des tubes eppendorf a 15000 g pendant 30 min

par une centrifugeuse réfrigéreée.

Apres centrifugation, le surnageant est soumis a une précipitation au sulfate
d’ammonium saturé a 50 % (v/v) (15ml) sous agitation modérée, laissé au repos
pendant 30 min a 4 °C, puis centrifugé a 10000 g pendant 30 min. Le culot obtenu a
été ensuite dissous dans une solution de saccharose (0.01M) et a nouveau saturé
avec du sulfate d’ammonium 50%. Le mélange est une autre fois centrifugé a
10000g pendant 30 min et le culot résultant est dissous dans un tampon phosphate

et utilisé comme source d’enzyme.

5.2. Mesure de Pactivité de la lipase pancréatique en présence et en

absence de I’extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L

La lipase pancréatique joue un r6le important dans le métabolisme des lipides. Elle
est 'un des modéles les plus utilisés pour I'évaluation de l'efficacité de produits
naturels en tant qu’agents anti-obésité (Lee et al., 2010). La mesure de l'activité
inhibitrice de la lipase pancréatique par I'extrait méthanolique est réalisé par titration
avec du NaOH (0.02M).

L'activité de la lipase pancréatique est déterminée en incubant une émulsion
contenant 8ml d’huile d’olive, 0.4 ml de tampon phosphate et 1 ml de la solution
contenant la lipase pancréatique, pendant une heure sous agitation. A terme, 1.5 ml
d’'une solution d’acétone et d’éthanol 95 % (v/v) est ajouté au mélange afin de
stopper la réaction. La libération des acides gras est déterminée par titration avec du
NaOH (0.02M) en utilisant la phénolphtaléine en tant qu’indicateur (Kumar et al.,
2011).
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Le principe ainsi que le mode opératoire est le méme que pour la mesure de
I'activité de la lipase pancréatique, mis a part qu'une quantité de 100 ul d’'une gamme
de concentration (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 mg/ml) de I'extrait méthanolique
du R. alaternus est ajoutée au mélange. La détermination de la libération des acides

gras se fait de la méme maniére aussi (Kumar et al., 2011).

Le pourcentage d’inhibition de I'activité de la lipase pancréatique est calculé en

utilisant la formule suivante :
%l = (A-B)/Ax 100

%I : Pourcentage d’inhibition de la lipase ;

Avec :

A : Activité de la lipase ;
B : Activité de la lipase incubé avec I'extrait.

6. Etude de I'effet de régimes enrichis en lipides et en carbohydrates sur la
masse corporelle de souris

6.1. Répartition des souris

Les 27 Souris Swiss albinos ont été réparties selon la modalité des essais

randomisés (les sujets sont partagés aléatoirement), entre trois lots distincts :

- Lot T, 6 Souris de poids moyen 28+2.26 g ;
- Lot G, 9 Souris de poids moyen 32+1.79 g ;
- Lot S, 9 Souris de poids moyen 32+2.46 g.

6.2. Lesrégimes alimentaires

Le régime de base est formé de granulés destinés aux rongeurs. Ces granulés sont

constitués d’'un mélange de mais, orge, son de blé tendre, farine basse (3sf),
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luzerne, tourteaux de soja, sel, phosphate, mélasse, et de carbonate de calcium.

Cependant la composition exacte n’a pas été fournie par le fournisseur.
- Lelotdesouris T

Les individus de ce lot ont recu quotidiennement 10 grammes de I'alimentation de

base sans aucune modification.
- Lelotde souris G

Les souris du lot G ont recu une alimentation enrichie en lipides a 20 %. Les
granules de laliment de base ont été broyés en une poudre homogene puis
mélangés a de la margarine (Fleurial (CEVITAL)) fondue avec un rapport m/m de
80/20%. La péte ainsi formée a été mise a cuire dans un four & 180 °C pendant 10

min, puis laissée refroidir.
- Lelotdesouris S

Les souris du lot S ont recu une alimentation enrichie en carbohydrates (sucres) a
20%. La procédure de préparation est la méme que celle précédemment cité, mis a
part qu’au lieu des 20 % en margarine, on a utilisé 20 % de sucres (SKOR
(CEVITAL)).

Les souris de chaque lot ont recu quotidiennement 10 grammes de granules
enrichis ou non, pendant 8 semaines. Le poids a été mesuré hebdomadairement.

Les résultats seront présentés en moyenne plus ou moins I'écart-type.

7. Effet de P'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L sur la masse

corporelle de souris nourries par une alimentation enrichie en sucre

Les souris ayant recu une alimentation normale (Lot T) et une alimentation riche en

carbohydrates (Lot S) pendant 8 semaines ont été subdivisées en deux sous lots :

- Lot LTt: 3 souris ayant une alimentation quotidienne non enrichie + une dose
d’eau physiologique ;
Lot LTe : 3 souris ayant une alimentation quotidienne non enrichie + une dose

d’extrait de Rhamnus alaternus dissous dans I'eau physiologique.
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- Lot LSt : 4 souris ayant une alimentation quotidienne enrichie en sucre + une
dose d’eau physiologique ;
Lot LSe : 4 souris ayant une alimentation quotidienne enrichie en sucre + une

dose d’extrait de Rhamnus alaternus dissous dans I'eau physiologique.

Remarque : Les souris du lot G ont été écartées de la suite de I'étude car on a

observé I'apparition de comportements trés agressifs.

Les souris des lots LTe et LSe ont recu quotidiennement & la méme heure une
dose de 10 ml/kg d’extrait a raison de 200 mg/kg (KIM et al., 2007) (MIN et al., 2012)
(Hechache et Khelloufi, 2013). Alors que les souris des lots LTt et LSt ont eu a la

place 10ml/kg d’eau physiologique (0.9% de NaCl).

L’administration d’eau physiologique ou de I'extrait méthanolique de R. alaternus
(solubilisé dans de I'eau physiologique) a été réalisée par gavage (voie orale) en

utilisant une sonde professionnelle pour souris.

La durée du traitement s’est étendue sur une période de 5 semaines et a la fin de

chaque semaine, les souris ont été pesées.

Apres 5 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées. Leur sang, ainsi que

leurs organes (reins, foies et pancréas) ont été prélevées pour analyse.

7.1. Dosage sérique de quelques molécules du métabolisme des lipides,
cholestérol et HDL-cholestérol

Le sang fraichement récolté dans des tubes héparines a été centrifugé a 3000 g

pendant 10 min. Le sérum a été récupéré et mis dans des tubes eppendorf.
a) Dosage du cholestérol total

Afin de doser le cholestérol total, nous avons utilisé le kit de dosage (SPINREACT).

La méthode utilisée est celle prescrite dans la notice du kit.

Le dosage du cholestérol sanguin suit un procédé enzymatique couplé. Tout
d’abord, le cholestérol sanguin est libéré par la cholestérol estérase a partir des
esters de cholestérol, puis oxydé par la cholestérol oxydase en cholestenone.
Simultanément, le H202 produit est utilisé par la peroxydase afin de transformer

laminiphenazone en quinonimine. L’intensité de la couleur formée est
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proportionnelle a la concentration de cholestérol du sérum. L’origine de la coloration

est due a la formation du quinonimine selon la réaction suivante :

CHE
Cholestérol esters + H20 » Cholestérol + acides gras
] CHOD .
Cholestérol + O2 > 4-Cholistenone+ H20:2
. POD o
2H202 + Phenol + 4-Aminophenazone » Quinonimine + 4H20

1 ml de réactif RP (constitué de R1 et R2 (Annexe Il)) a été mélangé avec 10 pl
de sérum. Aprés 10 min d’incubation a température ambiante, I'absorbance a été
mesurée a 505 nm. La lecture a été réalisée contre un standard en remplacant le
sérum par R3 (contenant du cholestérol & 200 mg/dl) réalisé sous les mémes

conditions.

Le taux de cholestérol total est calculé selon la formule suivante :

(A)Echantillon

(A)Standard
= mg /dL de cholestérol dans l'échantillon

% 200 (la concentration du standard)

Le facteur de conversion = mg/dL x 0.0258 = mmol/L.

b) Dosage du HDL-cholestérol

Les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et de faible densité (LDL) présentes
dans le sérum, se précipitent par l'acide phosphotungstique en présence d’ions
magnésium. Apres avoir mélangé 100 pl de réactif R (Annexe Il) avec 1 ml de sérum,
il a été laissé au repos pendant 10 min. le mélange a été centrifugé, puis le
surnagent, contenant les HDL (lipoprotéines de haute densité), a été utilisé pour
doser les HDL-cholestérol suivant le méme protocole que pour le dosage du

cholestérol total.

L’absorbance et le taux de HDL-cholestérol ont été respectivement lu et calculé

suivant la procédure cité précédemment.
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7.2. Analyse histologique

a) Prélevement d’organes

Aprés la récolte du sang, les organes (foie, rein et pancréas) des souris ont été
prélevés apres la dissection des corps. Une petite incision au niveau du bas ventre a
été réalisée afin de permettre I'insertion de la sonde d’incision. Suite a cela, une
dissection de la cavité abdominale a été effectuée et les organes ont été préleves
(Figure 30).

Figure 30 : Dissection de souris.

b) Fixation

Ce procédé consiste a figer les structures des organites cellulaires tout en
conservant les constituants cellulaires et tissulaires dans un état proche du vivent.
L’agent fixateur solidifie le gel protéique qui circule entre les mailles du réseau
membranaire limitant le hyaloplasme et les organites. Les organes récupérés sont
lavées avec de I'eau physiologique et immédiatement immergés dans du formol
(10%) afin d’éviter leur dégradation et obtenir une rigidité tissulaire suffisantes. Les
organes sont coupés en petits fragments et déposés dans des cassettes spéciales
en plastiques.

c) Lavage, déshydratation et éclaircissement

Avant de procéder a la déshydratation, les pieces fixées sont lavées a I'eau
courante pendant 30 minute ou plus, afin d’éliminer I'excés de fixateur. Les piéces
fixées et lavées sont ensuite placées dans l'automate constitué de 12 cylindres,
réparties en : 6 cylindres d’alcool (éthanol 100°) pour déshydrater les échantillons

(étape de déshydratation), 4 cylindre de xylene pour les purifier de l'alcool (étape
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d’éclaircissement) et 2 cylindres de paraffine-xylene pour éliminer le xyléne, chaque

bain prend 1h30 dans chaque cylindre (Figure 31).

@8 ©

‘ (=j=]ele y \

Figure 31: Les étapes d’inclusion par 'automate (STP 120).
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d) Imprégnation, enrobage a la paraffine et confection des blocs

Aprés avoir laissé les cassettes dans les deux derniers bains de paraffine-xyléne
de l'automate, elles ont été immergées dans deux bains chauds successifs de
paraffine pure pendant 2 heures dans le distributeur de paraffine. L’enrobage et la
confection des blocs, consiste a placer le fragment d’organe dans un moule
métallique remplis préalablement par de la paraffine fondue pure, couvert d’une
cassette. Apres I'enrobage, les cassettes sont mises dans un réfrigérateur jusqu'a
refroidissement et durcissement de la paraffine, les blocs démoulés sont préts a étre

coupés (Figure 32).
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Figure 32: Distributeur de paraffine a gauche et réfrigérateur a droite.

e) Coupe et étalement

Les coupes ont été réalisées avec un microtome a I'Hépital FRANTZ FANON
BEJAIA. L’épaisseur des coupes (2um) permet aux rayons lumineux du microscope
de traverser le préléevement et d’éviter les superpositions cellulaires. Ces dernieres
ont été recueillies sur des lames de verre et étalée a I'aide d’'une solution d’eau
gélatinée a 0.4 % (annexe), puis laissées sécher pendant une heure a 37 °C (Figure
33).

Figure 33 : Microtome (Leica RM 2125RT).
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f) Déparaffinage des coupes

Avant la coloration, les coupes ont été débarrassées de la paraffine. Les lames ont
été lavées dans deux bains successifs de xylene pendant 15 minutes, suivi de 3
bains d’éthanol a degrés décroissant (100°, 90°, 70°) pendant 3 minutes. Ils ont été

ensuite rincés avec de I'eau distillée pendant 1 minute (Figure 34).

Figure 34 : les étapes de déparaffinage.

g) Coloration

La coloration des tissus biologiques la plus utilisée est 'hnématoxyline éosine. La
méthode se compose de deux colorants. Un colorant nucléaire, I'hématoxyline

(violet/noir) et un colorant cytoplasmique, I'éosine (rouge) (Figure 35).

Les lames ont été mises dans un bain d’hématoxyline pendant 3 minutes, suivi d’'un
ringage a I'eau courante pendant 5 minutes. Les lames ont été par la suite mises
dans un bain d’éosine pendant 30 minutes, puis rincées rapidement avec de I'eau.
Elles ont ensuite subi une déshydratation a I'éthanol a des concentrations
croissantes (70°, 90° et 100°) de 2 minutes chacune. La coloration a été finalisée

avec un bain de xylene durant 2 minutes, puis laissées a sécher dans une étuve.

Figure 35 : les étapes de coloration.
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h) Observation sous microscope

Les coupes ont été analysées sous un microscope optique a différents

grossissements, puis photographiées grace a un appareil photos numérique.
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Résultats et discussions
1. Rendement d’extraction

L’extraction méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus a donnée 6.98 ¢
d’extrait sec, avec un rendement de 34.9 %. Le taux d’extraction est assez important
en comparaison aux résultats obtenus par des étudiants en fin de cycle Master au
sein du méme laboratoire en 2012 (Messaoudi) et en 2013 (Hechache et Khelloufi),
qui ont eu des taux d’extractions de 7.5% et de 13.12% respectivement. Cette
différence peut étre expliquée par la précision de la méthode utilisée, la nature des
solvants utilisés et leur polarité, la durée et le nombre de macération, la technique
utilisée pour I'évaporation des solvants, les conditions du milieu et principalement, la

région et la période de récolte de la partie utilisée pour I'extraction.
2. Teneur de I’extrait de R. alaternus en polyphénols totaux

Le taux de polyphénols totaux de I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus,
exprimé en mg EAG/g d’extrait, est déterminé a partir de I'équation de régression de
la courbe d’étalonnage de I'acide gallique. La quantité en polyphénols totaux obtenue
est de 150 + 9.71 mg EAG/ g d’extrait.

Comparativement aux résultats obtenus par Ben Ammar et ses collaborateurs
(2007) en travaillant sur les feuilles de R. alaternus récoltées en Tunisie, la teneur en
polyphénols de notre extrait est en moyenne basse, avec 294 mg EAG/g d’extrait.
Cette différence peut étre expliquée, tout d’abord, par la méthode et le solvant
utilisés, ainsi que la région de développement des deux plantes. Cependant, I'étude
de Hechache et Khelloufi en (2013) (Fin de cycle Master, Université Abderrahmane
Mira de BEJAIA) a eu des taux faibles par rapport a ceux de cette étude, 43.98 mg

EAG/g d’extrait, qui est due certainement a la méthode d’extraction utilisée.
3. Teneur de I’extrait de R. alaternus en flavonoides

La proportion en flavonoides de I'extrait méthanolique est de 91.6+14.31 mg EQ/ g
d’extrait. La concentration en flavonoides de I'extrait pourrait étre due a la méthode
d’extraction utilisé qui a permis une bonne séparation et purification des flavonoides
polaires grace a l'utilisation d’un solvant adéquat. Ce résultat indique que les feuilles

de R. alaternus sont riches en flavonoides.
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Ben Ammar et ses collaborateurs (2007) ont démontré gque Rhamnus alaternus
(Tunisie) contient 423+ 19 mg EQ/g E d’oligomeéres flavonoidiques totaux, alors que
son extrait méthanolique n’en contenait que 283+ 11 mg EQ/g E. les résultats de

cette présente étude sont inférieures a celle de (Ben Ammar et al., 2007).

4. Activité antioxydante
4.1. Activité anti-radicalaire ; test DPPH

L’estimation de I'activité anti-radicalaire in-vitro de I'extrait de Rhamnus alaternus et
de la quercétine a été réalisée en mesurant le taux de DPPH* aprés I'addition de
I'extrait méthanolique et de la quercétine a différentes concentrations. Les résultats
de I'effet de plusieurs concentrations de I'extrait de R. alaternus contre le DPPH sont

illustrés sur la figure 36 et le tableau V :

% de l'activité scavenger du DPPH de |'extrait
méthanolique

85,59

% scavenger

0 20 40 60 80 100 120

Concentraions en pg/ml

Figure 36: Activité scavenger du DPPH* par I'extrait des feuilles de Rhamnus

alaternus a différentes concentrations.
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Figure 37: Activité scavenger de la quercétine contre le DPPH".

Les ECso sont calculées et les résultats sont présentés sur le tableau V :

Tableau V: Les différentes ECso de la quercétine et I'extrait méthanolique de R.

alaternus.

Echantillons Quercétine Extrait méthanolique

ECso pg/ml 10.29 54

L’activité anti-radicalaire de I'extrait méthanolique est dépendante de la dose. Le
pouvoir scavenger du DPPH de l'extrait des feuilles de Rhamnus alaternus le plus
élevé (85.59%) a été observé a une concentration de 100 pg/ml, alors que l'effet le
plus faible (30.70%) a été constaté pour une concentration de 20 ug/ml. L'ECso de
I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus est de 54 pg/ml, ce qui est meilleur que

les résultats obtenus par Messaoudi, (2012) avec une ECso de 150 pg/ml.

Ben Ammar et ses collaborateurs (2009) ont démontré que trois composés de
Rhamnus alaternus, le rhamnetin-3-O-isorhamnoside, rhamnocitrin-3-
Oisorhamnoside et le kaempférol-3-O-isorhamnoside possedent des ECso de I'ordre
de 1.5 pg/ml, 38 pg/ml et 23 pg/ml respectivement. Nous constatons ici que I'extrait

méthanolique de Rhamnus alaternus a une ECso proche de celle des molécules
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pures utilisées par Ben Ammar et ses collaborateurs (2009), ce qui montre que

I'extrait devrait contenir des molécules a pouvoir antioxydant plus important.

Des études sur les relations entre la structure chimique des flavonoides et leur
pouvoir antioxydant (Bors et al, 2001 ; Cai et al, 2006 ; Cotelle et al, 1996) ont été
réalisés. Les composés les plus actifs sont ceux qui combinent trois structures : La
structure ortho-dihydroxy du cycle B (groupement catéchol), la double liaison C2-C3
adjacente a la fonction cétonique du Ca (4-o0x0) et a la présence du groupement 3-
OH en combinaison avec le C3 (Rice-Evans et al., 1997 ; Furuno et al., 2002). Ces
criteres sont tous regroupés chez la quercétine, ce qui explique son utilisation

comme un antioxydant de référence.

La richesse de I'extrait méthanolique en flavonoides peut-étre responsable de cette

activité anti-radicalaire.
4.2. Activité anti-radicalaire ; test ABTS

L’activité anti-radicalaire est réalisée par la méthode du radical ABTS™*. L’effet
piégeur de I'extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus est calculé a
partir de I'équation de régression de la courbe d’étalonnage du Trolox (un
antioxydant de référence) (Figure 38). Les résultats sont exprimés en mg ET/g

d’extrait.

% scavenger de |'ABTS par le TROLOX

100

90 y =0,9009x ..-
30 R?=0,9768 ¢
. 70 =
a
8 60 o
2 s0 e
™
R 30
L
20
10
0 e
0 20 40 60 80 100 120

Concentrations en pg/ml

Figure 38: Courbe d’étalonnage du TROLOX.
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L’extrait des feuilles de R. alaternus a la concentration de 1 mg/ml, a donné une
activité de 30.4310.45 % de réduction du radical ABTS™*. Ce taux a permis d’avoir

une activité équivalente a une concentration de 33.77 mg ET/ g d’extrait.

5. Activité anti-lipase de I'extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus

alaternus L

L’activité inhibitrice de différentes concentrations de I'extrait méthanolique de R.
alaternus a été testée en utilisant la lipase pancréatique de souris et I'huile d’olive

comme substrat. L’activité de la lipase a été vérifiée sans extrait.

L’évaluation a montré que l'activité de la lipase a été trés affectée par I'extrait
méthanolique végétal. En effet, plus de 90% de lactivité a été réduite a une
concentration de 20 mg/ml. L’ECso (concentration qui inhibe 50% de la lipase) a été
déterminé a partir de la courbe d’inhibition représentée dans la figure 40. Elle est
égale a 0.1 mg/ml et montre que I'extrait méthanolique présente une trés grande

efficacité d’inhibition.

Activité de la lipase %

120
100
80

60

40

20 I

; I l BE B mE =
0 0,1 0,25 05 1 25 5 10 15 20

Concentrations en mg/ml

Pourcentage d'activité

Figure 39: Graphe de l'activité résiduel de la lipase pancréatique avec et sans extrait

meéthanolique du R. alaternus.
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Courbe du % d'inhibition de la lipase
pancréatique.
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Figure 40 : Courbe du pourcentage d’inhibition de I'activité de la lipase pancréatique

par I'extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus L.

Anil Kumar et ses collaborateurs (2011) ont mis en évidence I'activité inhibitrice de
la lipase pancréatique du poulet par I'extrait méthanolique d’Everniastrum cirrhatum,
une algue riche en alcaloides et en terpénes, et tres pauvre en flavonoides. lls ont
obtenues une ICs0 égal a 12 mg/ml, ce qui est moins important que I'lCso obtenue
lors de cette étude. Cette différence peut étre expliquée par la richesse des feuilles

de Rhamnus alaternus en flavonoides.

En effet, (Lee et al., 2010) ont démontré que 9 composés flavonoidiques (lutéolin
6-C-B-D- boivinopyranoside ; orientin ; isoorientin ; derhamnosylmaysin ; isoorientin
2-O-a-L- rhamnoside ; lutéolin ; acide chlorogénique ; acide méthyl chlorogénique ;
acide caféique) avait une pouvoir inhibiteur de I'activité de la lipase pancréatique. lls
ont observé que plus il y avait de groupements hydroxyles libres, plus I'lCso était

petite, et plus I'effet inhibiteur était élevé.

6. Effet des régimes enrichis sur la masse corporelle de souris

L’effet des différents régimes sur la masse corporelle des souris Swiss albinos a
été évalué par la mesure du poids a la fin de chaque semaine. Les résultats des 8

semaines sont présentés dans la figure 41 et le tableau VI.
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Histogramme de ['évolution du poids des
souris nourries de différents régimes
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Figure 41: Histogramme de I'évolution du poids des souris nourries de différents
régimes.

Tableau VI. Gains de poids des souris.

Au cours de I'évolution du test, il a été observé que les souris nourries avec un

régime enrichi en sucres ont grossi plus rapidement (max=43+3.25 g) que les souris
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alimentées par un régime enrichie en lipides (max=41+3.37 g). L’augmentation du
poids des deux lots (lot S et G) n’a pas était significative par rapport au lot T (max
40+0.9 g). Néanmoins, la différence entre les moyennes des poids des lots S et G au
cours des 8 semaines, montre qu'a 20% d’enrichissement, les régimes enrichis en
sucres font plus grossir que les régimes enrichis en lipides. Ce résultat peut étre
expliqué, d'un coté, par la vitesse et la facilité dabsorption des glucides
contrairement aux lipides, ainsi qu’a la capacité de l'organisme a transformé par
lipogénese le surplus de glucose en acides gras, et d’un autre cété, par I'éventualité
gue les graisses contenues dans la margarine ne sont pas adéquat a l'induction d’'un

surpoids expérimental.

Il a été observé qu’au bout de la cinquiéme semaine, le poids des trois lots a baisé

légérement pour se stabiliser, ce qui pourrait étre le signe d’une vieillesse des sujets.

La consommation en eau des souris ayant recus un régime enrichi en sucre est en
moyenne de 5ml/S/J et leur comportement était semblable a ceux du lot témoin. Par
contre, les souris nourries par un régime enrichi en lipides, ont eu un comportement
tres agressif, avec une consommation quotidienne en eau de 6ml/S en moyenne.
Cette agressivité peut-étre expliquée par le déréglement de I'expression des génes
des récepteurs D2 (baisse) et D1 (augmentation) de la dopamine lors d’'une prise

alimentaire riche en lipide (Alsio et al, 2014).

7. Effet de I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L sur la masse

corporelle de souris nourries par une alimentation enrichie en sucres

L’évaluation de I'impact de I'extrait méthanolique sur la masse corporelle des souris
sélectionnées a été réalisée par la mesure du poids des différents individus aux
cours de 5 semaines, contre des témoins ayant recus de I'eau physiologique afin
d’éliminer I'effet placebo. Les résultats sont représentés sur la figure 42 et le tableau
VII.
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de Rhamnus alaternus.

Semaines L.S.E

g b~ W N PEFE O

42,09+1.62
41,35+2.25
40,07+1.67
39,85+1.38
39,78+1.51
38,92+1.96

Poids des souris

L.S.T

41,53+1.43
41,98+1.69
42,28+1.71
43,09+1.41
45,04+1.67
45,95+2.22

L.T.E
36,96
36,58
35,92
35,21
35,45
35,42

L.T.T

39,24+1.37
39,37+0.73
39,58+2.05
39,62+1.25
39,77+1.04
40,08+0.87

Histogramme de |'evolution du poids des souris
traitées par |'extrait méthanolique
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Figure 42: Histogramme de I'évolution du poids des souris traitées par 'extrait

méthanoligue des feuilles de Rhamnus alaternus.

Le gain de poids corporel des lots LSe et LTe a été sensiblement bloqué au cours
des 5 semaines de traitement. Le poids moyen des souris du lot LSe a baissé de
3.17 g alors que celui du lot LSt a continué d’augmenter (de 4.6g). Le méme constat
a été observé chez les souris du lot LTe, avec une baisse de 1.54 g. Alors que pour
le lot LTt, FTaugmentation du poids n’a été que de 0.84 g. Nous avons noté aussi que

les souris nourries avec un régime enrichi en sucre ont eu une baisse de poids plus
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importante que les souris nourries par une alimentation normale. Les résultats ont

montré que I'extrait avait une activité amaigrissante.

A partir des résultats obtenus lors du test de [leffet inhibiteur de [I'extrait
méthanolique sur l'activité de la lipase pancréatique, il est possible que I'un des
mécanismes de cet amaigrissement puisse étre la diminution d’absorption des

graisses alimentaires.

Une étude de Zheng et ses collaborateurs (2004) sur I'effet du thé vert et trois de
ses composantes sur I'obésité, a montré que ces composés ont bloqué sensiblement
le gain de poids, particulierement pour la caféine (alcaloide) et la théanine (acide
aminé). Par contre, ils n'ont pas noté un blocage important de gain de poids
concernant la catéchine (flavonoides). Notre étude a démontré que I'extrait enrichi en
polyphénols a eu un pouvoir amaigrissant, ce qui est plus important que les résultats
de Zheng et ses collaborateurs (2004). Ce qui indique, que l'extrait contient des
molécules actives, principalement des polyphénols, qui ont une activité contre le

surpoids, supérieur a la caféine et a la théanine.
7.1. Taux sérique de cholestérol et HDL-cholestérol
Le dosage du cholestérol et du HDL-cholestérol a été réalisé suivant les directives
de SPRINREACT. Les résultats présentés dans le tableau VIII sont exprimés en

mg/dL.

Tableau VIII: taux sérique de cholestérol et du HDL-cholestérol des souris.

moyenne | Cholestérol HDL-
des lots (mmol/l) | cholestérol
(mmol/l)

LSt 3.73+21,41 | 1.34+3,58

LSe 3.09+30,02 | 1.48+2,48

LTt 4.05+£10,77 | 1.26+2,28

LTe 3.35 1.44
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Le niveau de cholestérol total dans le sang observé était trés proche, ce qui
indique que les régimes utilisés et I'extrait administré n’ont pas eu un impact sur ce

taux. Les mémes constatations ont été faites concernant le taux de HDL-cholestérol.

7.2. Analyse histologique

Les figures (43, 44, 45) représentent respectivement les coupes histologiques des
foies, des pancréas et des reins des souris traitées ou non par I'extrait de Rhamnus

alaternus.

La (Figure 43) représente les coupes des foies de souris des quatre lots (LSe, LSt,
LTe et LTt) et révele la présence de graisses dans des vacuoles intra-
cytoplasmiques. La proportion de graisse chez les lots LT nous indique que
I'alimentation de base contient une quantité de lipides élevés, ce qui peut expliquer la
différence obtenue lors des observations de I'effet des régimes sur les souris. Aussi,
il a été observé qu’il N’y a pas eu de diminution nette de graisses entre les souris
traitées par I'extrait et les souris témoins. Cela nous oriente plus a conclure que
I'extrait & un effet inhibiteur de I'absorption des graisses, plutét qu’a l'effet bruleur de

graisses. Ce qui coincide avec les résultats obtenus sur I'activité de la lipase.

La (Figure 44) démontre que les pancréas des quatre lots ne sont pas différents, ce

qui indique qu’il n'y a pas d’effet de I'extrait et/ou du régime sur cet organe.

Aussi, nous avons observé que mis a part le rein du lot LTe, qui a subi une nécrose
importante, les autres organes n'ont pas eu une détérioration importante, ce qui

indique que I'extrait pourrait avoir un effet toxique sur les reins.
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Figure 43 : Photos des coupes histologiques des foies des lots (A : LSe) ; (B : LSt) ;
(C:LTe); (D:LTH).

Figure 44 : Photos des coupes histologiques des pancréas des lots (A : LSe) ; (B :
LSt); (C:LTe); (D:LTt).
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-
Figure 45 : Photos des coups histologiques des reins des lots (A : LSe) ; (B : LSt) ;
(C:LTe); (D:LTH.
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Conclusion

Le pouvoir thérapeutique des plantes médicinales n’étant plus a prouver, la
recherche et [lidentification des principes actifs et la compréhension des

mécanismes intervenant doivent, cependant, se poursuivre.

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides de R. alaternus
révele la présence de taux assez importants de ces derniers. L’analyse de ces
parametres démontre que les feuilles de R. alaternus sont trés riches en polyphénols

totaux, particulierement en flavonoides.

Les résultats des tests DPPH et TEAC ont démontré que I'extrait avait un tres
grand potentiel anti-radicalaire. Ceci conclu que les feuilles contiennent des
molécules actives qui sont considérées comme agents antioxydants tres puissants,

pouvant étre employés en thérapeutique.

Les objectifs principaux de cette étude, nous ont amené a réaliser des tests qui
nous ont permis de conclure que le régime enrichi en sucre favorise une
augmentation rapide et plus importante de la masse corporelle par rapport au régime
enrichi en lipides, qui donne aussi une augmentation sensible du poids. lls
démontrent également que les feuilles de Rhamnus alaternus contiennent des
substances actives induisant I'amaigrissement du corps, ainsi que la capacité
d’inhiber la lipase pancréatique, ce qui contribue a la baisse de I'absorption des

graisses alimentaires.

Cette étude nous a permis de démontrer que les feuilles de Rhamnus alaternus L.
contiennent des principes actifs ayant des propriétés (toutes relatives) dans la

prévention du surpoids, donc de I'obésité.

Pour une initiative approfondie, des études futures doivent étres entreprises afin de

mieux comprendre les divers mécanismes ayant engendré ces activités.
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Annexe | :

Le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman-2-carboxylique) est un

analogue hydrosoluble de la vitamine E. C’est un antioxydant tel que la vitamine E et

il est utilisé dans des applications biologique ou biochimique afin de réduire les

dommages ou le stresse oxydatifs (Wikipedia, 2013).

HO O

OH

O

Figure 1 : Structure du Trolox.

Annexe Il : Fiches techniques de la composition des réactifs du dosage des

parametres lipidigues sanguins.
Fiche technique N°1

Réactif pour le dosage du cholestérol total

R1 PIPES ph 6.9 90 mmol/L
Buffer Phenol 26 mmol/L
R2 Cholestérol estérase (CHE) 300U/L
Enzyme Cholestréol oxydase (CHOD) 300 U/L
Peroxydase (POD) 1250 U/L
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/L
Cholesterol Cal Cholestérol primaire standard aqueux 200 mg/dL




Fiche technique N°2

Réactif pour le dosage du HDL-cholestérol

R1

Acide phosphotungstique 14 mmol/L
Réaction de précipitation Chlorure de magnésium 2 mmol/L
Etalon Cholestérol Ref : 1001092
Ref : 1001093
Annexe lll : Résultats de I'évaluation de l'effet inhibiteur de I'activité de la lipase

pancréatique de I'extrait méthanoligue de Rhamnus alaternus L.

Tableau | : Tableau des résultats de I'activité de la lipase avec ou sans I'extrait

méthanolique, et les pourcentages d’inhibition.

Concentration Activité de %
mg/ml lalipase % d'inhibition
0 100 0
0,1 50 50
0,25 40 60
0,5 16,67 83,33
1 14,55 85,55
2,5 10 20
5 10 20
10 7,78 92,22
15 7,78 92,22
20 5,56 94,44



Graphique de l'ihbition de l'activité de la lipase
pancréatique par les extrait méthanolique de R.
alaternus,
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90
8
7
6
5
4
3
2
1
0
0,1 0,25 0,5 1 25 5 10 15

Concentration en mg/ml

% d'activité et d'inhibition
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Figure 1: Graphe du pourcentage d’inhibition de la lipase pancréatique.

Annexe IV : Résultats des effets des régimes enrichis sur la masse corporelle de

souris.

Tableau 1: Moyennes du poids des souris nourries par trois régimes différents.

28+2.26  32+2.46  32+1.79
33+3.88 39+3.66  38+3.41
37+1.63  39+3.90  38+3.29
37+3.31  40+£3.40 38+3.41
38+3.39  42+3.27  40+3.37

40+£0.9  43+3.25  41+3.37
38+1.49 41+3.5  38+4.05

37+1.6  41+3.52  38+4.47
37+1.72  42+2.85  39+4.59
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Résumé

Le pouvoir antioxydant de I'extrait méthanolique de R. alaternus qui est riche en
polyphénols, a été déterminé en le testant contre le DPPH et ABTS, obtenant ainsi,
respectivement une ECso= 54 pg/ml et un pourcentage de réduction de 30.43% ce qui
équivaut a 33.77 mg ET/g d’extrait. Cette étude a mis aussi en évidence la capacité
de I'extrait des feuilles de R. alaternus a diminuer le poids des souris nourries avec un
régime enrichi en sucre, ainsi que son activité inhibitrice sur la lipase pancréatique de
souris avec une ICso égale a 0.1 mg/ml. Ces résultats indiquent que l'extrait de
Rhamnus alaternus constitue une source de molécules actives ayant une incidence
sur le surpoids et/ou I'obésité.

Abstract

The antioxidant power of the methanol extract of R. alaternus which is rich in
polyphenols, was determined by testing against DPPH and ABTS, respectively
obtaining an ECso = 54 mg / ml and a reduction percentage of 30.43 % which is
equivalent to 33.77 mg / g extract. This study also updated, the slimming power of the
extract of the leaves of R. alaternus in mice fed by a sugar rich diet and its ability to
inhibit the activity of pancreatic lipase of mice with an ICsp equal to 0.1 mg / ml. These
results indicate that the extract of Rhamnus alaternus is a source of active molecules
having activity against overweight or obesity.
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