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Introduction

A travers I'histoire et les cultures, les plantes ont été largement utilisées pour traiter et
soigner toutes sortes de maladies (Barata et al., 2016). A titre d’exemple, en Afrique, plus
de 80 % de la population a recours aux préparations a base de plantes pour ce qui est des
besoins de santé primaire. De méme, le continent Africain est dotés d’une biodiversité trés
riche, en effet, parmi les 300,000 espéces vegétales existants sur la planéte, plus de
200,000 especes vivent en Afrique et possedent des propriétés médicinales (Bouyahya et
al., 2017).

L’Algérie, par sa bonne situation géographique, représente une véritable zone de
diversité végétale (Ziani et al., 2015) ; on compte approximativement 4000 especes de
plantes dont environ 300 sont considérées comme endémiques (Sadki, 2012). De plus, les
algériens ont une longue connaissance sur la médecine traditionnelle et les plantes
médicinales. Efficacement, les préparations a base de plantes sont largement utilisées pour
traiter et soulager diverses maladies telles que les troubles gastro-intestinaux, les maladies

inflammatoires, urinaires et respiratoires (Oulbani et al., 2016).

Dans le présent travail, on propose d’étudier deux plantes médicinales ; Urospermum
dalechampii et Celtis australis. Le choix de ces plantes repose simplement sur leur
utilisation en médecine traditionnelle et le manque d’études scientifiques qui justifient ces

utilisations.

Urospermum dalechampii (Asteracées) est une plante vivace amplement répandue
en Afrique du Nord. En Algérie, elle est commune dans le Tell ; cette espéce se trouve sur
le bord des chemins, les terrains incultes et les prairies séches. Elle est connue localement
sous les noms « Ras el hanech ou Belrhem ; <l eec Jbw Sail 5 (Guide illustré de la flore
algerienne, 2012). Les parties aériennes de cette espéce sont utilisées dans la médecine

populaire algérienne pour ses propriétés hypoglycemiante et anti-inflammatoire.

Celtis australis (L.) (Cannabacées) est un arbre a feuilles caduques, il est surtout
localisé dans 1'Est de 1’Algérie, connu localement sous les noms « Nchim, Texgar ;
CaeckalSi )l » (Quézel et Santa, 1962). Cette espéce est un reméde important pour les

fractures, les contusions, les entorses et les douleurs articulaires (EI-Alfy et al., 2011). En

Y



outre, les parties aériennes de cette plante sont utilisées pour traiter I'aménorrhée, les
coliques et pour réduire la pression artérielle (Magni et Caudullo, 2016).

L’utilisation des especes végétales aux propriétés médicinales a accroitre
considérablement en raison de la conviction que tout ce qui est « naturel » n'induit pas
d'effets nuisibles pour la santé. L’origine naturelle de ces plantes ne doit néanmoins pas
garantir leur innocuité en absence d’études toxicologiques et biologiques pour soutenir les

propriétés nutritionnelles ou thérapeutiques.

Beaucoup d’équipes de recherches a travers le monde ont rapporté l'innocuité et la
toxicité potentielle, ainsi que les risques liés a l'utilisation de certaines espéces de légumes

et de préparations a base de plante (Adewale et al., 2016).

Aujourd'hui, des extraits bruts issus d'épices et d'herbes ont fait I'objet de nombreux
travaux toxicologiques, chimiques et pharmacologiques pour estimer leur innocuité et leur
efficacité (Traesel et al., 2014). Dans ce contexte, s'inscrit le présent travail dont le but
principal est d'évaluer la toxicité et les activités biologiques d’Urospermum dalechampii et

de Celtis australis.

Pour répondre a I’objectif fixé de ce travail, nous I’avons mené comme suit :

0
L X4

Une synthése bibliographique portant sur les différentes connaissances
bibliographiques sur les deux plantes et les différentes activités biologiques
étudiées.

0

L X4

Dans la partie expérimentale, il s’agit de mettre au point :

» Lapréparation des extraits organiques des feuilles et de la partie aérienne de C.
australis et d’U. dalechampii respectivement ;

* Analyse qualitative et quantitative du contenu des extraits organiques en utilisant
différentes techniques (spectrophotometre UV-Visible, chromatographie liquide a
haute performance et chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrometrie
de masse).

» Evaluation de I’activité antioxydante des extraits en utilisant différentes méthodes

(pouvoir piégeur vis-a-vis du DPPH «in vitro et in vivo», effet anti-



lipoperoxydant, activité chélatrice du fer ferreux, pouvoir réducteur des ions
ferriques) ;

Evaluation de ’activité antibactérienne et antifongique ;

Evaluation de la toxicité aigue et subaiglie des extraits méthanoliques des deux
especes;

Evaluation de [Iactivité anti-inflammatoire par le biais de trois model
d’inflammation aigue (cedéme de la patte induite par la carraghénane, cedéme de
’oreille induit par le xyléne et la pleurésie induite par la carraghénane chez les rats)
Evaluation de I’effet anti-nociceptif (test de writhing et le test au formaldéhyde) ;

Evaluation de I’activité antipyrétique.

La derniéere partie serait consacrée aux resultats obtenus.
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Chapitre I. Généralités Sur Les Plantes Etudiées

I.1. Données générales sur I’Urospermum dalechampii (L.) Scop. ex F.W. Schmidt
I.1.1. Présentation

a) Nom scientifique
Urospermum dalechampii (L.) Scop. ex F.W. Schmidt.
b) Noms communs
Mediterranean daisy, Golden-fleece, Urosperme de Daléchamps.
¢) Noms Vernaculaires
« En Algérie : Ras el hanech, Belrhem a& & < iiad (i (Guide illustré de la flore
algerienne, 2012).
* En Italie : Grugno, Boccionemaggiore, Lattugaccio, Cotecacchia, Grugnole ou
Radicchione selvatico (Ranfa et al., 2015).

1.1.2. Etymologie

Le nom Urospermum est originaire du grec «oura» et «sperma» signifiant
« queue » et « graine », en référence au long bec qui surmonte 1’akéne ; dalechampii vient
du nom d’un botaniste frangais, Jacques d’Alechamps (1513 - 1588) (Guide illustré de la
flore algérienne, 2012).

1.1.3. Description botanique

L’Urospermum dalechampii (U. dalechampii) est une plante vivace multiflore,
dressée de 10-60 cm de haut ; les fleurs solitaires, hermaphrodites et sont de couleur jaune
pale (soufre) a sommet finement denté et a contour pourpré ; les feuilles sont de 8-15 cm
de long, gris / vert, finement velues, lobées et 1égérement dentées (figure 1); la floraison de
cette espéce est au printemps et en éte (Quezel et Santa, 1963; Grey-Wilson et Balmey,
2000).
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Urospermum Dalechampii
Cam s

Figure 1 : Urospermum dalechampii

http://www.genialvegetal.net/-Urosperme-de-Dalechamps- (Consulté le : 13/10/2017)

1.1.4. Position dans la systematique

D’aprés Quezel et Santa (1962), la systématique ¢ 'U. dalechampii est la suivante :

Regne Végétal

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Asterales

Famille Asteracées

Sous-famille Liguliflores

Genre Urospermum

Espéce Urospermum dalechampii

1.1.4. Répartition géographique
1.1.4.1. Dans le monde
U. dalechampii a une distribution méditerranéenne, de I’Espagne a la Croatie, et en

Afrigue du Nord. Cette espece se répartit aussi en Australie principalement dans le nord-
ouest de la Tasmanie (Gouldthorpe, 2002).

1.1.4. 2. En Algérie

Cette plante est commune dans le Tell ; elle se plait sur le bord des chemins, les

prairies séches et les terrains incultes (Guide illustré de la flore algérienne, 2012).


http://www.genialvegetal.net/-Urosperme-de-Dalechamps-
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I.1.5. Composition biochimique d’U. dalechampii
1.1.5. 1. Métabolites primaires

U. dalechampiise se caractérise par la présence des acides : linoléique, linolénique,
laurique et par I'acide arachidique (Saa-Oteroa et al., 2000).

En Italie, I’é¢tude de Ranfa et son équipe (2015) ont révélé les propriétés nutritionnelles
de cette plante (tableau I).

Tableau I. Propriétés nutritionnelles d’U. dalechampii

Fractions Teneurs (mg/ 100 g)
86,1+ 1,03
Eau
Protéines 2,1 £0,07
Lipides 0.2 +0,03
Fibres alimentaires 51+0,28
Sucres 50 +0,74
Fer 3,0 £0,91
Calcium 1749 +1573
Eléments minéraux
(ppm) Phosphore 29,5 + 6,48
Sodium 68,4 + 2,47
Potassium 287,5+ 32,35
Magnésium 15,3+1,89

1.1.5. 2. Métabolites secondaires

Selon Rios et al. (1992), U. dalechampii renferme la luteoline 7-O- et le 4'-O-
glucoside et la 3-O-arabinoside, le galactoside et le glucoside de la quercétine (Bohm et
Stuessy, 2001). Marco et son equipe (1994) ont signalé l'isolement et l'identification de la
naringénine, de la dihydroflavonol 3-O- methyltaxifolin, de I'aromadendrine et les

sesquiterpénes lactones.

a. Huiles essentielles

L'huile essentielle d'U. dalechampii, collectées auprés de la localité d’Amouchas
(Setif) dans I'est de I'Algérie, a été obtenue au laboratoire par un distillateur type Clevenger

et etudiée pour sa composition chimique et son activité antibactérienne par Ramdani et ses

o
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collaborateurs (2014). La composition chimique de cette huile est dominée par la présence
des produits : I'acide palmitique (24,3%), I'hénocéane (10,1%), le 2-méthyl-Z, le Z-3,13-
octadecadienol (7,1% ), le tricosane (6,73%), I'apiole d'aneth (5,25%), I'acide myristique
(4,8%), la myristicine (4,7%), la 2-pentadénanone-6,10,14-triméthyle (4,4%), l'acide
laurique (3,9%) et I'elemicine (3,3%). Ces mémes auteurs ont également signalé la
présence de composants en concentrations supérieures a 1%, le phlatate d'isobutyle, I'oxyde
de caryophyllene, I'épicubénol-1, le B-guaiéne, 1'a-bisabolol et le 3,7-diméthyl-octa-1,6-
diéne.

1.1.6. Utilisations thérapeutiques et alimentaires

Dans la médecine populaire algérienne, les parties aériennes d’U. dalechampii sont
utilisées pour le soulagement de diverses maladies inflammatoires et pour sa propriété

hypoglycémiante.

L’U. dalechampii et beaucoup d'herbes possedent des principes amers, par exemple,
les sesquiterpéne lactones qui sont des stimulants gastriques et ayant une action cholagogue
(Guarrera, 2003). Cette espéce est utilisée en Italie comme dépurative (Cornara et al.,
2009), diurétique et tonique ; I’infusion de la plante est utilisée pour faciliter la digestion

(Ranfa et al., 2015).

En Italie, les feuilles de cette espéce, cuites et mélangées avec d'autres herbes (par
exemple, Sonchus oleraceus, Tragopogon pratensis ou Apiumno diflorum) sont utilisées de
la méme maniére que les épinards (Ranfa et al., 2015). Les racines, qui ressemblent aux
pommes de terre, sont également utilisées. Les feuilles bouillis et assaisonné a I'huile
d'olive sont utilisées comme salade (Nebel et al., 2006 ; Cornara et al., 2009). Les
bourgeons floraux sont conservés dans de la saumure et utilisés de la méme maniére que

les capres (Ranfa et al., 2015).



Chapitre I. Généralités Sur Les Plantes Etudiées

1.2. Données générales sur Celtis australis (L.)
1.2.1. Présentation

a) Nom scientifique : Celtis australis (L.)

b) Noms communs

Le Micocoulier, Mediterranean hackberry, nettle tree (Gilman et Watson, 1993; Iserin et
al., 2001 ; Demir et al., 2002).

c)Noms Vernaculaires

En Algérie : "Nchim" ou "Texgar" .\t~ « (Quézel et Santa, 1962 ; Guide

illustré de la flore algerienne, 2012) ;
Au Maroc : Taghzaz,Taghzaza, Tughzaz, Ufras (Aafi et al., 2002) ;
En Italie : Bagolaro (Rameau et al., 2008) ;

En Espagne : Almez (Rameau et al., 2008).

1.2.2. Origine et Etymologie

Le Micocoulier est originaire de la région méditerranéenne et le sud-ouest de I'Asie
(El-alfy et al., 2011). Le nom de cet arbre est originaire du grec « keltis » signifiant
« celte », en référence a la forme et la taille de ses baies (Brosse, 2000 ; Couplan, 2000), le
mot « australis» signifie « du sud » en référence a sa répartition au sud de I’Europe (Guide

illustré de la flore algérienne, 2012).

1.2.3. Description botanique

Celtis australis (L.) (C. australis) est un grand arbre de 20 a 30 m de hauteur
(Rameau et al., 2008), il est caractérisé par son écorce grise et lisse et ses feuilles caduques
et acuminées (Bean, 1981). Le Micocoulier se reconnait grace a ses feuilles vertes et
fraiches au contact avec une base asymetrique. Ses fruits sont de petites drupes globuleuses
violacés-noiratres a maturation. Cet arbre a une grande longévité de 500 a 600 ans (Quezel
et Santa, 1962; Bean, 1981, Iserin et al., 2001; Aafi et al., 2002; Fornell, 2003; Rameau et
al., 2008).

@



Chapitre I. Généralités Sur Les Plantes Etudiées

1.2.4. Position dans la systéematique

D’apres Quezel et Santa (1962), la systématique de C. australis est la suivante :

Regne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Urticales
Famille Ulmaceées
Genre Celtis

Espéce Celtis australis

Cette espéce a été précédemment placée dans la famille des Ulmacées, mais de
nouvelles données morphologiques, cytologiques, moléculaires et phytochimiques ont
confirmé sa reclassification aux Cannabacées (Spitaler et al., 2009 ; Zehrmann et al.,
2010).

Sirgelbaume.

Figure 2 : Celtis australis (Thomé, 1885)
1.2.5. Répartition géographique
1.2.5.1. Dans le monde

Il existe a travers le monde plus de 80 espéces du genre Celtis aux formes
arbustives ou arborescentes. Ces especes présentent une amplitude écologique relativement
large. C. australis pousse dans la region méditerranéenne entiere depuis les 1les atlantiques
jusgu'au Caucase et en Perse (Aafi et al., 2002; Peyer, 2003).
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1.2.5.2. En Algérie
C. australis pousse a I'état sauvage et il est surtout localisé dans I'Est de 1’ Algérie
(Quézel et Santa, 1962) et il est assez commun dans les foréts humides du Tell (Guide

illustré de la flore algerienne, 2012).
1.2.6. Composition biochimique du C. ausralis
1.2.6.1. Métabolites primaires

La composition en métabolites primaires des différentes parties de C. australis n'est
pas largement connue. En Turquie, 1’étude de Demir et son équipe (2002) sur les fruits de
C. australis a montré la richesse de ces fruits en protéines et en huile brut. Les travaux de
Saadoudi et ses collégues (2012), réalisés en Algérie ont signalés des teneurs considérables

en sucres. Le tableau I rapporte quelques résultats de ces travaux.

Tableau I1. Propriétés nutritionnelles des fruits de C. australis

Fractions Teneur (%) Références
Cendres 15,29
Eau 17,96
Protéines 19,32 (Demir et al., 2002)
Huile brute 6,70
Cellulose brute 5,08
Sucres totaux 16,71
(Saadoudi et al., 2012)
sucres réducteurs 13,91
Sucrose 2,8

1.2.6.2. Métabolites secondaires

Les travaux réalisés par plusieurs auteurs ont montré que les differentes parties de
cet arbre sont caractérisées par la présence des acides phénoliques, des flavonoides, des
terpenoides, des anthraquinones et des stéroides. Le tableau I1l. résume les résultats de ces

études.
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Tableau I11. Composition en métabolites secondaires de différentes parties de C. australis.

Organe Métabolites secondaires Références
(Spitaler et al., 2009 )
Flavonoides (Zehrmann et al.,

Acacetin 7-O-glucoside ;vitexin ; isovitexine ; cytisoside ;
orientine, isoorientine ; rutine ; 2"-a-rhamnopyranosyl-
Feuilles  vitexine ; 2"-a-rhamno-pyranosyl-7-O-methylvitexine; (El-Alfy et al., 2011)
4"-g-rhamnosyl-2"-O-B-D galactopyranosyl-vitexine; 2"- (Sommavilla et al.,
O-B-galactopyranosyl-vitexine et 2"-O-f- galacto- 2012)
pyranosylorientine ;

2010)

Terpenoides
le (9b,31R)-9,25-cyclo-30-propylhopan-31-ol;
le (3b)-3-hydroxy-30 propylhopan-31-one, (3b)-oleanan-
3-ol; le (3b,9b)-9,25-cycloolean-12-en-3-yl b-d-
glucofuranoside.

Fruits Stéroides (Badoni et al., 2011)
le (3b,9b,14b)-14-hydroxy-9,19-cyclocholan-3-yl b-d-
glucopyranoside.

Anthraquinones
le 6-hydroxy-5,7,8-trimethoxy-9,10-diox0-9,10-
dihydroanthracen-2-yl acetate.

Ecorce Acide betulin-3,3’-di-O-methylellagique ; acide gallic; (Badoni et al., 2010)
quebrachilole

Terpenoides :
le (9b,31R)-9,25-cyclo-30-propylhopan-31-ol;
le (3b)-3-hydroxy-30 propylhopan-31-one, (3b)-oleanan-
3-ol; le (3b,9b)-9,25-cycloolean-12-en-3-yl b-d-
glucofuranoside.

(Badoni et al., 2011)

Racines Steroides :
le (3b,9b,14b)-14-hydroxy-9,19-cyclocholan-3-yl b-d-
glucopyranoside.

Anthraquinones
le 6-hydroxy-5,7,8-trimethoxy-9,10-diox0-9,10-
dihydroanthracen-2-yl acetate.



Chapitre I. Généralités Sur Les Plantes Etudiées

1.2.7. Différentes Utilisations de C. australis

1.2.7.1. Utilisations alimentaires
- Les racines et I'écorce sont utilises comme colorants (substance tinctoriale jaune)
(Rameau et al., 2008) ;
- La partie charnue des fruits est mangeable ;
- le feuillage (également dans certaines régions, I'écorce et les branches minces)

peut étre utilisé comme fourrage pour le bétail (Magni et Caudullo, 2016).

1.2.7.2. Utilisations thérapeutiques

>
En médecine traditionnelle indienne, la plante est un remede important pour les

fractures, les contusions, les entorses et les douleurs articulaires (EI-Alfy et al.,
2011) ;

>
Les fruits sont utilisés pour le traitement de I'aménorrhée et les coliques, les feuilles

pour réduire la pression artérielle. La décoction de feuilles et des fruits peut
également étre utilisée comme agent diurétique ou pour réduire le cholestérol. La
partie interne de I'écorce est utilisée pour traiter les problémes de foie (Magni et
Caudullo, 2016) ;

>
Les fruits sont astringents, Iénitifs et stomachiques (Demir et al., 2002).

1.2.7.3. Autres utilisations

C. australis est un arbre ornemental, il est couramment utilisé comme un arbre
d'alignement et d'ombrage. Son bois résistant et flexible est utilisé pour fabriquer les outils
et pour le chauffage (Aafi et al., 2002 ; Fornell, 2003 ; Peyer, 2003).

)
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11.1. Radicaux libres

A D’état physiologique, une variété de composés chimiques est produite suite a
I’action du métabolisme cellulaire normal ou pathologique. Parmi ces composés, on trouve
les radicaux libres de différentes natures. Par definition, ce sont des atomes ou des
molécules neutres ou chargées qui ont une couche externe instable (un ou plusieurs
¢lectrons non appariées). Ils sont extrémement réactifs et doués d’un pouvoir oxydo-
réducteur qui se fait par le transfert ou 1’acquisition d’un électron ce qui crée un état

d’équilibre (Dacosta, 2003 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Afonso et al., 2007).

L’oxygéne est un ¢élément indispensable a la vie des organismes aérobies. Il est
nécessaire pour la production d’ATP mitochondrial a partir des nutriments. Cependant, au
cours de ce processus respiratoire, une infime quantité de 1’oxygeéne qui est le récepteur
final d’¢électrons dans I’organisme se transforme en molécules instables et fortement
toxiques dites espéces réactives d’oxygene (ERO) qui sont donc la conséquence fatale de la
consommation de 1’oxygeéne moléculaire par 1’organisme (Deby-Dupont et al., 2002 ;

Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Valco et al., 2007).

I1.2. Espéces réactives d’oxygene

Les espéces réactives d’oxygene (ERO) sont les diverses formes de 1'oxygene actif,

englobent & la fois les radicaux libres tel que I’anion superoxyde (02" ) ou le radical

hydroxyle("OH)et les dérivés non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne(H202) ou
I’hydroperoxyde (ROOH) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).Dans une premiere étape, le
radical libre « anion superoxyde » est formé le plus souvent suite a une fuite d’électrons au
niveau de la mitochondrie, ce qui conduit par la suite a la production d’autres ERO comme
le peroxyde d’hydrogene, 1’oxygene singulet, le radical hydroxyle, 1’acide hypochloreux et
des dérivés nitrés(Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Valco et al., 2007).
En effet, les ERO en une concentration faible a modeérée participent a de nombreuses
fonctions cellulaires vitales comme la phagocytose, les effets bactéricides et la
signalisation cellulaire (Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Valcoet al.,
2007).

F
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11.3. Stress oxydant

A TD’état physiologique normal, il existe des systémes de défenses antioxydantes
pour créer un équilibre parfait lors de la production d’ERO, en cas d’une surproduction de
ces dernicres, 1’organisme se trouve face a une situation de déséquilibre. Ce déséquilibre
peut avoir diverses origines : déficit nutritionnel en antioxydants, surproduction endogéne
d'origine inflammatoire, exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Favier,
1997 ; Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006). La régulation de la production
physiologique d’ERO se fait par des mécanismes préventifs a 1’aide des enzymes
(superoxyde dismutases, catalase, glutathion peroxydases, peroxyrédoxine...), de molécules
antioxydantes de petite taille (caroténoides, vitamines C et E, glutathion, acide urique,
bilirubine...) et de protéines (transferrine, ferritine, céruléoplasmine), ou bien des
mécanismes antioxydants pour détoxifier les biomolécules oxydées accumulées a
I’intérieur des cellules a I’intermédiaire des phospholipases, d’ADN endonucléases, ligases

et de macroxyprotéinases (Pincemail et al., 2002 ; Valco et al., 2007)

le- (oxygene fondamental)
4 02

le- CI"MPO

— —>
‘)/\/ SOD, Vit C

anion superoxyde

Fe.Cu (Ldu de javel)
Y
C ulalu se o
V11 C, flavonoides,
GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs

peroxyde d h)drm.cnc acide hypochloreux

radlcal hydroxyle

Al Ilpnpuoxydus
oxygene singulet acide urique, Vlt C, GSH

[S-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ublqumnne

Figure 3. Régulation de la production d’ERO (Pincemail et al., 2002).

Les ERO réagissent d’une maniére non spécifique ; en présence d’une
concentration trop élevée, plusieurs cibles cellulaires peuvent étre atteintes ; la double
liaison des lipides insaturés présents dans la membrane cellulaire peut étre fortement

oxydeée ce qui aboultit a la désorganisation et la perturbation de differentes fonctions
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membranaires (échange, information, barriére). Les ERO peuvent également attaquer
certains acides aminés des proteines cellulaires en modifiant leur conformation et donc la
formation des agrégats ou des fragments protéiques ce qui va perturber la signalisation

cellulaire.

Les lésions au niveau de la molécule d’ADN (cassures chromosomiques, mutations,
délétions...) provoquées par les ERO peuvent créer un dysfonctionnement métabolique
(Deby-Dupont et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006). Tous les effets délétéres au
niveau moléculaire peuvent étre exprimés sous plusieurs formes cliniques ; les maladies
cardio-vasculaires, le diabéte, la génotoxicité, les désordres neurologiques, la polyarthrite
rhumatoide, la cataractes, un déclin du systéme immunitaire, la maladie de Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, le cancer et méme le vieillissement prématuré du corps (Deby-
Dupont et al., 2002 ; Amic et al., 2003 ; Halliwell et Whiteman, 2004 ; Afonso et al, 2007 ;
Valco et al., 2007).

Il a été aussi signalé que les ERO puissent provoquer des effets néfastes sur les
denrées alimentaires. La peroxydation des lipides sous 1’action d’ERO conduise a leur
dégradation ce qui modifie les qualités organoleptiques des aliments et par conséquent la
perte de la sécurité et la qualité alimentaire (Brand-Williams et al., 1995 ; Adepapo et al,
2009; Bourkhiss et al., 2010).

11.4. Antioxydants

Par définition, toute substance qui peut agir en infime quantité par rapport au
substrat oxydable et entre en compétition avec des radicaux libres afin de les neutraliser en
empéchant ou retardant leur effet oxydant (Pincemail et al., 2002; Halliwell et Whitman ,
2004; Benbrook, 2005 ; Afonso et al., 2007).

11.4.1. Effets des antioxydants

Il a été montré que les antioxydant sont un réle principal comme protecteurs des
cellules contre les dommages des radicaux libres (Pryor, 2000 ; Al-Agamey, 2004 ;
Schrauzer, 2006).11 a été rapporté que les antioxydants participent aussi dans d’autres
activités physiologiques telles que la régulation des signaux cellulaires, la lutte contre les
infections bactériennes et virales, la régulation de la pression sanguine et la lutte contre la

cariogénicité (Moure et al., 2011).

)



Chapitre II. Stress oxydant et antioxydants

Les antioxydants peuvent agir contre les cellules tumorales en inhibant leur
angiogenése et en diminuant 1’expression d’oncogénes ce qui vas améliorer la réponse

immunitaire (Favier, 1997; Pincemail et al., 2002; Kang et al., 2003).

11.4.2. Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur structure chimique en deux grands

groupes : les antioxydants naturels et synthétiques.
11.4.2.1. Antioxydants naturels

Les sources majeures des antioxydants naturels sont les plantes supérieures (Kang
et al., 2003; Locatelli et al., 2010).Les molécules les plus connus sont les vitamines A, C,
E et les caroténoides (principalement : B-caroténe, lycopene, lutéine, a-caroténe) (Moure et
al., 2011).Ces substances ont été évalués pour leur réle éventuel dans la prévention du
stress oxydatif et les maladies apparentées comme les cancers (Middelton et al., 2000;
Locatelli et al., 2010).

11.4.2.2. Antioxydants synthétiques

Ces molécules sont obtenues par synthese chimique et caractérisées par un noyau
phénolique. Les substances les plus utilisées en industrie alimentaire sont 1’ hydroxy
anisole butylé (BHA), I’hydroxy tolu¢ne butylé¢ (BHT) et le gallates de propyle, d’octyle et
de dodécyle (Dacosta, 2003; Locatelli et al., 2010). D’autres antioxydants synthétiques ne
sont pas autorisés en alimentation mais seulement dans des travaux de recherche ou
d’analyse comme dans le cas de le tert butyle hydroquinone (TBHQ) et le Trolox (Dacosta,
2003). Des effets néfastes liés a I’utilisation des antioxydants synthétiques ont été signalés
(effets cancérogenes, mutagenes et des lésions hepatiques chez les animaux du laboratoire)
(Yu et al., 2000 ; Tepe et al., 2006 ; Bourkhiss et al., 2010 ; Zhang et al., 2011 ;
Boulekbache-Makhlouf et al., 2013 ; Haghparast et al., 2013).
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Chapitre I11. Agents antimicrobiens

I11.1. Notions sur les germes utilises

Les espéces bactériennes utilisées ont été choisis selon différentes caracteres :
pathogénicité, résistance, pouvoir invasif et toxique. Les souches fongiques sont connues
par leur toxicité pour I’homme et les animaux et sont aussi des agents incriminés dans la

détérioration des aliments.

111.1.1. Souches bactériennes

111.1.1.1. Bactéries a Gram positif
- Staphylococcus

Ce genre de bactéries avec plus de 30 espéces appartient a la famille des
Staphylococcaceae (Bes et Brun, 2002), sont des cocci avec un diametre qui varie entre 0,5
a 1,5 um, immobiles et asporulées, elles peuvent étre regroupées en paire ou en amas
(grappe de raisin), elles poussent en présence ou en absence d’oxygéne (Harris et al.,
2002).

Staphylococcus aureus est 1’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus, elle
a été considérée parmi les premieres espéces bactériennes a résister aux antibiotiques. Ce
germe est incriminé dans la plupart des infections communautaires et nosocomiales a cause
de son fort pouvoir invasif et toxinogene (Nejjahet al., 2006; Doléans-Jordheim et al.,
2008; Tremblay, 2008; Michel, 2013).

Staphylococcus epidermidis est une bactérie qui colonise fréquemment la peau et
les muqueuses chez I’lhomme. En milieu hospitalier, ce germe est présent sous forme d’une
couche visqueuse sur les cathéters intra-vasculaires ou les prothéses d’articulation (Spicer,
2002 ; Vuong et Otto, 2002).

- Streptococcus

Les bactéries de ce groupe sont souvent dites commensales, présentes chez
I’homme et I’animal en colonisant la peau et les différentes muqueuses. Sont des cocci
avec une paroi complexe et qui poussent en formant des chaines. Elles sont connues par
leur exigence en nutriments, leur métabolisme est fermentatif mais elles peuvent pousser

en présence d’oxygene (Schaechteret al., 1999; Moulinier, 2003).

)



Chapitre I11. Agents antimicrobiens

111.1.1.2. Bactéries a Gram négatif
- Escherichia coli

Ce germe est un bacille mesurant de 2 a 4 um de longueur et de 0,6 um de
diametre, aérobie-anaérobie facultatif. Cette bactérie qui appartient a la famille des
Entérobactériaceae, fait partie de la microflore intestinale de I’homme et des animaux a
sang chaud et peut étre un indicateur de pollution des eaux. Elle a le pourcentage le plus
élevé (75 a 90 %)lors des infections urinaires (Kaperet al., 2004; Chahedet al., 2006;
Tenaillon et al., 2010). La fréquence de résistance aux antibiotiques est variable selon les
souches ; la résistance la plus élevée a été décrite pour les amino-pénicillines (40%)
(Bruyeére et al., 2008).

- Pseudomonas aeruginosa

Cette espece bactérienne appartient a la famille des Pseudomonadaceae. C’est un
bacille aérobie strict et caractérisé par la sécrétion de la substance chromogéne «
Pyocyanine ». Cette bactérie est saprophyte des surfaces hydriques mais elle est douée d’un
fort pouvoir d’adaptation aux différents milieux dont le milieu hospitalier ou on trouve un
pourcentage d’infection de 10 %. Elle peut résister naturellement a certains antibiotiques
comme es pénicillines, macrolides, glycopeptides, céphalosporines de premiere et
deuxiéme génération (Spicer, 2000; Bertrand et al., 2011; Mérens et al., 2012; Fustéet al.,
2013).

- Salmonella typhimurium

S. typhimurium est une bactérie anaérobie facultative de la famille des
Entérobacteriaceae, elle peut é&tre un agent incriminé dans les infections humaines et
méme animales. Le mode de transmission principale de ce germe est la voie orale
(Rosenberger et al., 2000; Whelan et al., 2010;Van Parys et al., 2012).

- Acenitobacter baumanii

C’est un cocco-bacille non mobile qui exige la présence de I’oxygene, retrouvée le
plus souvent dans les environnements aqueux et humides (Fernandez-Reyes et al., 2009;
Joshi et Litake, 2013; Antunes et al., 2014). Ce bacille peut devenir un pathogéne
opportuniste chez les patients hospitalisés en causant des infections urinaires et

pulmonaires (Abboet al., 2005 ; Jaggiet al., 2012 ; Longo et al., 2014). 1l présente une
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résistance a plusieurs familles d’antibiotiques : les béta-lactamines, les aminoglycosides et
les fluoroquinolones (Jans et al., 2004 ; Smith et al., 2007).

- Morganella morganii

C’est une espéce qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, elle peut
pousser méme en absence d’oxygene et caractérisée par sa capacité de fermenter le
glucose. L’appareil digestif de certains animaux constitue un milieu favorable pour sa
croissance (Hart et Shears, 1996 ; Boussemart et al., 2004). Cette bactérie résiste
naturellement a la pénicilline et 1’association amoxicilline/acide clavulanique (Stock et

Wiedemann, 1998; Boussemart et al., 2004).

- Serratia marcescens

Cette espece a une forme bacillaire, connue pour sa production d’une pigmentation
« la Prodigiosine ». Elle est la plus rencontrée parmi les autres especes du méme genre de
la famille des Enterobacteriaceae. Cette bactérie peut étre trouvée parmi les bactéries
commensales habituelles de la flore fécale chez I’homme et I’animale. En milicu
hospitalier, ce bacille « pathogéne opportuniste » peut causer de séveres infections :
pneumonies, septicémies, infections cardiovasculaires, infections urinaires et méningites.
Elle est résistante a une variété d'antibiotiques y compris les ampicillines et les
céphalosporines de premiére et deuxieme génération (Hart et Shears, 1996 ; Hejazi et
Falkiner, 1997 ; Ktariet al., 2010).

- Chryseomonas luteola

C. luteola est un germe mobile, d’une forme bacillaire, a croissance strictement
aérobie et qui peut produire une pigmentation dans certains milieux de culture. L’eau, le
sol et méme d'autres milieux humides sont habituellement le réservoir de cette bactérie. En
milieu hospitalier, cette espéce peut causer surtouts chez les immunodéprimés des
septicémies, des péritonites et méme des endocardites (Chihabet al., 2004; Ouriemchi,
2011; Patrilet al., 2012). Elle résiste aux tetracyclines, trimethoprimes/sulfamethoxazoles
et céphalosporines de premiére et deuxiéme génération (Tsakriset al., 2002; Chihabet al.,
2004; Ouriemchi, 2011).

F
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I11.1.2. Souches fongiques

111.1.2.1. Moisissures
- Aspergillus

Les espéces qui appartiennent & ce genre sont des champignons filamenteux,
saprophytes de matieres organiques mais elles peuvent devenir des pathogenes
opportunistes causant des atteintes oculaires, cutanées et pulmonaires comme dans le cas
de I’espéce Aspergillus niger. Dans les cas cliniques graves, certains especes sont
responsable de 1’aspergillose pulmonaire invasive (Moulinier, 2003 ; Chabasse et al., 2009
; Person et al., 2010).

- Rhizopus

Les champignons de ce genre sont des Zygomycetes, leur critére d’identification est
le sporangiophore, caractérisés par leur croissance rapide a différentes températures. Sont
généralement des espéces phytopathogéenes responsables des dégats post-récoltes (Rhizopus
stolonifer) mais également des pathogénes opportunistes chez 1’homme (Hernandez-

Lauzardo et al., 2006 ; Abe et al., 2007; Battaglia et al., 2011; Omoifo, 2011).

- Alternaria

La plupart des champignons du genre Alternaria sont réputés saprophytes ou
parasites des plantes. Dans certains cas chez I’homme, des infections cutanées, sous-
cutanées et des kératites post-traumatiques sont rapportées (Moulinier, 2003; Chabasse et
al., 2009).

111.1.2.2. Levures

- Candida albicans

C’est I’espéce la plus isolée du genre Candida de la famille des Deutéromycétes.
Généralement, elle colonise les muqueuses oro-pharyngées et gastro-intestinales comme un
germe saprophyte. Lorsque son caractere pathogéne est exprimé en présence de certains
facteurs, elle peut causer de séveres candidoses cutanées et génito-urinaires (Moulinier,
2003; Spicer, 2003; Develoux et Bretagne, 2005; Chabasseet al., 2009).

]
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- Rhodotorula

Ce genre de levures qui appartient a la famille des Deutéromyceétes est facilement
identifi¢ a cause de leur production d’une pigmentation rose a rouge sur le milieu de
culture Sabouraud. Les especes de ce genre sont commensales et colonisent la peau ou les
muqueuses. Chez les immunodéprimés, leur pouvoir pathogene s’exprime en différents
tableaux cliniques ; endocardites, méningites, péritonites et infections oculaires (Moulinier,
2003; Chabasse et al., 2009).

I11.2. Antibiotiques (ATB)

Antibiotique du grec, anti : contre et biotikos : concernant la vie. C’est un adjectif
qui est a I’origine du nom « antibiose ». Ce mot a été utilis¢ pour la premicre fois en
1889par Vuilleminpour désigner 1’action antagoniste entre deux organismes vivants
(Prasad, 2009 ;Muylalert et Mainil, 2012).Plus tard, sa définition a été précisée comme une
substance chimique produite par un microorganisme et capable d’inhiber sélectivement la
croissance ou méme détruire d’autres microorganismes. Son spectre d’activité est défini
par la liste des espéeces bactériennes sensibles et celles ayant une résistance naturelle a
I’antibiotique (Prasad, 2009 ;Muylalert et Mainil, 2012 ; Sanders et Laurentie, 2012).La
découverte du premier antibiotique « La pénicilline » étaiten 1928 par Fleming, et résulte
de I'observation de I'action antagoniste d'une colonie du champignon Penicillum notatum,
vis-a-vis des colonies de Staphylococcus aureus lors d'une contamination accidentelle
d'une boite de Pétri (Fleming, 1929 ; Papp, 1954). Apres cette molécule a été concentrée et
purifiée vers 1940 et son usage clinigue commenca en 1943 lors du traitement des soldats
des armées alliées (Chain et al., 1940 ; Guillot, 1989).

Ce groupe de médicaments trés répandus en thérapeutique humaine et méme
vétérinaire peut avoir des effets toxiques pour les organismes supérieurs qui varient selon
les caractéristiques de I’antibiotique comme la famille chimique ou la structure de la
molécule elle-méme ; et ces effets secondaires peuvent étre réversibles ou non (réaction
d’hypersensibilité, troubles gastro-intestinaux, toxicité hépatique, insuffisance rénale,
photosensibilisation, tendinites) (Dancer, 2004 ; Polard, 2005 ; Perriot, 2011).

111.2.1. Classification des antibiotiques

Les sources majeures des antibiotiques sont les actinomycetes(Streptomyces), les

F

champignons microscopiques (Penicillium et Aspergillus) et les bactéries (Pseudomonas),
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mais aussi les algues et les lichens jouent un réle tres important dans leur production
(Berdy, 1974).

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre
classés selon différents critéres qui sont parfois identiques : [’origine, les voies
biochimiques de production, le mécanisme d’action, les propriétés physico-chimiques et la
structure chimique (Berdy, 1974 ; Stora, 2013).En fonction de la cible pharmacologique,
les antibiotiques peuvent se diviser en 5 groupes ciblant: la paroi, la membrane, 1’acide
nucléique, les ribosomes et le métabolisme intermédiaire des micro-organismes(Van-
Bambeke et Tulkens, 2008).

Tableau 1V. Classification des antibiotiques (Flandrois et al.,1997; Meyer et Deiana,
2004).

Familles Cible

. Modes d'action
d’antibiotique bactérienne

B-lactamine - Fixation sur les protéines membranaires (PLP);

. . - Inhibition de I’action des transglycosylases;
Glycopeptides  Peptidoglycane o ) ]
- Inhibition de la synthése de I'acide UDP-N-

Fosfomycines
y acétylemuramique (bloquage de la pyruvyl-trasférase)

. Membrane - Fixation sur les phospholipides en provoquant une
Polymyxines
externe perméabilité membranaire.
Quinolones - Blocage de I'activité des topo-isomérases.
Rifamycines Appareil - Inhibition de I'ARN polymérase ADN dépandante.
nucléaire - Formation d'un complexe avec un brin d'’ADN
Nitroimidazolés (coupure de I'ADN).

)
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Suite tableau 1V.

Familles d’antibiotique

Sulfamides

Aminoptérines

Phénicols Tétracyclines
Aminosides Macrolides
Lincosamides

Streptogramines

Cible bactérienne

Métabolisme

Ribosomes

111.2.3. Résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques depuis leur utilisation en thérapeutique se sont révélés tres
précieux dans la lutte contre les maladies d’origine bactérienne touchant I’homme et les
animaux mais leur consommation immodérée a mené a I’adaptation et la sélection de
populations microbiennes résistantes. Des 1940, les scientifiques observent que les extraits

des différentes bactéries ont la capacité de détruire la « pénicilline » qui n’avait pas été

encore utilisée en thérapeutique (Guillot, 1989).

Modes d'action

- Inhibition de la synthése de
I'acide folique en bloquant la
dihydrofolatesynthétase;

- Inhibition de la synthése de
I'acide folique en bloquant la
dihydrofolate réductase.

- Fixation sur la sous-unité 50S
(site aminoacyl); Inhibition de
la liaison peptidique.

- Fixation sur la sous-unité 30S
(site aminoacyl et peptidyl);
Inhibition de la liaison
peptidique.

- Fixation irréversible sur la
sous-unité 30S;

- Fixation irréversible sur la
sous-unité 508, inhibition de la

fixation de la translocation.

F



Chapitre I11. Agents antimicrobiens




Gkﬂ}aitm TV

Réactions

I nfl AmmAatorres



Chapitre IV. Réactions inflammatoires

1V.1. Définition

L’inflammation est la composante de la réaction immune innée qui sert a la
protection des cellules ou des tissus du corps a des agressions quelques soit leurs origines
(chimiques, physiques ou biologique). Elle est considérée comme une réaction de défense
précoce et non spécifique qui peut étre initiée par plusieurs facteurs qui dépendent de
I’agent agresseur (Vasudavan et al.,2006 ; Fablet et Madec, 2009 ; Ashley et al.,2012). Le
processus inflammatoire a été décrit par "Celcus” il y a 2000 années, caractérisé par quatre
signes locaux spécifiques au niveau de la lésion initiale : rougeur, douleur, chaleur et
cedeme. Des signes généraux caractérisant aussi ce phénomene ; 1’état fébrile, anorexie et
parfois un déséquilibre métaboliqgue (Vogel, 2008 ;Fablet et Madec, 2009).Ces
phénomenes réactionnels servent en premier lieu a éliminer I'agent agresseur qui est dans la

majorité des cas une infection (Weill et Batteux, 2003 ; Ashley et al.,2012).

1V.2. Facteurs déclenchant I'inflammation

Il existe plusieurs facteurs qui favorisent I’inflammation. Les infections microbiennes
sont souvent les plus incriminées a déclencher le phénomene inflammatoire suivis par des
agents chimiques ou physiques (irritants, blessures, traumatismes..., etc.) (Ashley et al.,
2012). En effet, la réaction inflammatoire peut étre successive a l'intrusion d'un agent
exogene (extérieur a l'organisme) ou a la production d'un agent endogéne (produit par

I'organisme lui-méme) (Weill et Batteux, 2003 ; Le Gal et Jeanguiot, 2010).
IV.2.1. Agents exogenes

Les agents exogenes sont variés, ils peuvent étre:

> Physique : par exemple, les traumatismes, les brilures,les radiations(Blétry etal.,
2006), qui vont entrainer des lésions tissulaires et la libération de produits de
dégradation comme le collagéne (Weill et Batteux, 2003);

> Chimique : la pollution, les produits toxiques, l'intrusion d'un corps étranger (Le
Gal et Jeanguiot, 2010);

> Biochimiques : les allergénes (Le Gal et Jeanguiot, 2010) ;

> Biologique : les agents infectieux (microorganismes et leurs toxines, produits de
dégradation tissulaire) (Weill et Batteux, 2003 ; Le Gal et Jeanguiot, 2010).
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1V.2.2. Agents endogenes

On distingue plusieurs types d'agents endogenes et dont les causes sont multiples :

> Causes trophiques : troubles de vascularisation, de I'innervation, Iésions
dégénératives ;
> Perturbations métaboliques : déséquilibre des taux de substances nécessaires au

fonctionnement de I'organisme (urée, goutte) (Lioté, 2011) ;

> Conflit immunitaire : c'est-a-dire auto-immunité, déficit immunitaire ;

> Toutes Iésions "non inflammatoire"y compris les tumeurs... (Le Gal et Favoro,
2012).

Le phénomene inflammatoire peut avoir des effets bénéfiques ou déléteres. Selon la
durée on peut trouver trois phases : aigué, subaigué et chronique. Les symptdmes de

l'inflammation sont caractérisés par la douleur, la chaleur, la rougeur et I’cedéme (Weill et

Batteux, 2003 ; Iwalewa et al., 2007 ; Gebhart et Schmidt, 2013).

Les phases aigué et subaigué sont caractérisées par une augmentation de l'apport
sanguin et des espaces intercellulaires (vasodilatation locale) et une perméabilité capillaire
accrue conduisant aune infiltration de cellules phagocytaires de protéines et de fluides dans
les régions enflammées (lwalewa et al., 2007). Quelle que soit la nature du stimulus, les
manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes. C'est l'intensité des
manifestations et leur durée qui changent et conditionnent les effets de la réaction
inflammatoire (bénéfiques ou déléteres) (Weill et Batteux, 2003).

IV.3. Inflammation aigué

L'inflammation aigué est une réponse rapide vise a rétablir une hémostasie tissulaire
perturbée. Les étapes de ce phénomene bénéfique se caractérisent par une courte durée et
consistent en premicre étape a reconnaitre 1’agent agresseur puis le diluer, amputer et
détruire avec le tissu malade et peuvent se manifester en rougeur, chaleur, tuméfaction,
douleur et parfois une perte de fonction de I'organe touche (Iwalewa et al., 2007 ; Ashley et
al., 2012 ; Le Gal et Favoro, 2012)
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Figure 4. Schéma résumé de I’inflammation (Raymondjea, 2007)

La réponse inflammatoire aigué fait intervenir différents systémes d’adaptation
comme le systeme immunitaire et le systeme neuro-endocrinien et elle est contrélée par les
systémes régulateurs comme les protéines de la phase aigué et I’axe corticotrope (Fablet et
Madec, 2009). L’inflammation aigue peutétredivisée en trois phases :une phase vasculaire,

une phase cellulaire et une phase humorale.

1VV.3.1. Phase vasculaire

La phase vasculaire est la phase d’initiation de I’inflammation. Elle est immédiate,
caractérisée par des modifications de la microcirculation ; une vasoconstriction artériolaire
d’une durée extrémement bréve suivie par une vasodilatation (infiltration des composants
plasmatiques) et une accélération du débit sanguin(Weill et Batteux, 2003 ;Brunner etal.,
2006).

Au cours de cette phase, une sécrétion importante de molécules pro-inflammatoires ;
I’histamine et la sérotonine libérées par les basophiles et les plaquettes en premier lieu,
jouent un réle dans la constriction artériolaire. En deuxiéme lieu, les médiateurs dits «

slow-reacting » ; I’activation des plaquettes va entrainer la production du thromboxane
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A2 qui a un fort pouvoir vasoconstructeur et stimule 1’agrégation plaquettaire, le
leucotriene et la prostaglandine issus des mastocytes et des basophiles provoque une
puissante vasodilatation (Rankin et al., 2004). L’augmentation du débit sanguin avec la
libération de touteles moléculespro-inflammatoires favorisent un changement du gradient
chimiotactique pour les neutrophiles ce qui conduit & leur activation et facilite la

transmigration et I’adhérence au niveau du site 1ésé (Marsolais et Frenette, 2005).
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Figure 5. Activation plaquettaire au cours de la phase vasculaire (Weill et Batteux, 2003).

La vasoconstriction va entrainer I’activation des plaquettes qui sont capables de
synthétiser le thromboxane A2 qui est doué¢ d’un pouvoir agrégant puissant et par la suite
colmater les breches vasculaires spontanées ou provoquées (Weill et Batteux, 2003).
D’autres médiateurs chimiques jouent aussi un role important en permettant 1’extravasation
des cellules et des protéines plasmatiques vers les tissus. Les principales substances
chimiques libérées au cours de cette phase sont I'histamine, les kinines, les prostaglandines
(PG), les leucotriénes, le facteur d'activation plaquettaire (PAF) et les anaphylatoxines C3a
et Cha générées par l'activation du complément (Janeway etal., 2003 ; Male, 2005 ;
Brunner et al., 2006 ; Aymeric et Le Franc, 2009).
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Figure 6. Modification précoce de I’endothélium vasculaire au cours de la réponse
inflammatoire (Weill et Batteux, 2003).

L’altération des parois vasculaires va entrainer 1’apparition de nouveaux récepteurs
des cellules endothéliales comme ELAM-1 (endothelial leucocyte adhesion molecule-1),
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1)
accentuant les phénoménes d’extravasation et de margination des cellules vers les tissus
Iésés. Ce phénomeéne est amplifié sous I'effet de la sécrétion de chimiokines par les cellules

des parois vasculaires altérées (Weill et Batteux, 2003).

Outre son role dans I'némostase primaire,dans le cas d’une infection la phase
vasculaire peut participer a 1’isolement du microorganisme pathogene susceptible de

pénétrer dans I'organisme viala plaie (Weill et Batteux, 2003).

1VV.3.2. Phase cellulaire

La phase cellulaire succéde a la phase d’exsudation plasmatique. Elle est
caractérisée essentiellement par I’infiltration des cellules immunitaires (les mastocytes
dégranulées, les monocytes, les macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les
lymphocytes). Les polynucléaires neutrophiles circulant dans les veinules post-capillaires
qui sont caractérisées par un débit sanguinlent sont marginalisés et entrent en contact avec
les cellules de I’endothélium vasculaire suite a la forte concentration des substances
chimiotactiques. Leur activation se traduit par la production de protéinases et de radicaux
libres et d’autres molécules permettant le recrutement des monocytes. L’endothélium

vasculaire joue un rdle important dans 1’interaction entre les cellules circulantes et le site
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1ésé en synthétisant des molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM, VCAM) et en
permettant I’infiltration a travers la paroi vasculaire. La forte concentration des molécules
chimiotactiques induit a I’apparition d’un ensemble de molécules de la famille des
selectines sur la surface des cellules endothéliales (P-selectine, E-selectine, le ligand de L-
selectine) ainsi que sur la surface des leucocytes (L-selectine). Ces protéines d’adhérence
vont arréter les neutrophiles et les monocytes ce qui entraine une adhésion ferme et la
diapédese (Russo-Marie, 1998 ; Weill et Batteux, 2003 ; Blétry et al., 2006 ; Raymondjea,
2007).

du du | diapédese

;@ @ E\ D)
&E?. 4
endothélium a3 iy .

protéoglycane
1 chimiokine

tissu

activation de |'endothélium

Figure 7. Recrutement de leucocytes aux sites d’infection (De Franco et al., 2009).

La nature et le nombre des cellules migrant se différent selon le temps et 1’agent
pathogeéne. Les polynucléaires, les monocytes et les leucocytes apres 1’adhésion sur
I’endothélium, provoquent la perforation de la membrane basale et la pénétration dans
I’espace extravasculaire qui a une nature qui favorise le déplacement cellulaire (fibre de
collagene, fibre élastique, protéoglycane). Une altération plus marquée des éléments
extravasculaire induit la synthése de facteurs chimiotactiques activateurs appartient a
quatre familles : chimiokines (IL-8, facteur plagquettaire 4, RANTES, macrophage
chemotactic protein (MCP1)), dérivés lipidiques (PAF, LTB4), agents chimiotactiques
(C5a), protéines d’adhérence (ligand de la E-selectine, CD44). Les macrophages agissent a
leurs tours dans I’amplification de I’inflammation en libérant des médiateurs de nature

glycoprotéique comme IL-1 et le TNF (tumeur necrosis factor) ou cachectine. Sous

I’action de ces médiateurs, plusieurs intégrines vont apparaitre sur la surface des
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leucocytes (B1, B2, p150, p95... etc) ainsi que leurs ligands (membres de la famille des
immunoglobulines) sur les cellules endothéliales (Russo-Marie, 1998 ; Weill et Batteux,
2003 ; Blétry et al., 2006 ; Raymondjea, 2007)

1V.3.3. Phase de résolution et de cicatrisation

C’est I’étape finale de la réponse inflammatoire ou l'apoptose jouerait un role
important. La libération de radicaux libres de 1’oxygéne et de 1’azote ainsi que certains
métabolites des leucocytes qui diminuent le pH local, provoque la destruction de 1’agent
pathogéne mais aussi elle peut entrainer des dommages aux cellules propres du tissu Iésé
(Marsolais et Frenette, 2005).

Aprés un certain moment, les phénomeénes cataboliques (la phagocytose du foyer
inflammatoire et destruction de I'agent causal) s'interrompent et la restauration des tissus
commence par la déposition de matrice extracellulaire par les fibroblastes. Le TGF
(transforming growth factor) est I’un des facteurs qui paraissent capables de participer a la
constitution du granulome cicatriciel. Les cellules épithéliales participent a la cicatrisation
car elles recouvrent les zones remaniées. La réaction inflammatoire prend fin spontanément
(Raymondjea, 2007 ; Weill et Batteux, 2003 ; Blétry et al., 2006 ; Gouilly et Petitdant,
2006).

IV.4. Principaux effecteurs de la réaction inflammatoire

Les étapes de I’inflammation sont médiées par des substances d’origine plasmatique
qui jouent un réle majeur dans les changements au niveau de la partie endommagée (en
produisant des mediateurs pro-inflammatoires) et qui dépend de la durée et la gravité de
I’agression. A la fin de I’'inflammation, de nouvelles molécules bénéfiques qui agissent
comme anti-inflammatoires doivent étre produites. Afin de mettre fin a ce phénomene
(lwalewa et al., 2007 ; Zeghal et Sahnoun, 2013).

IV.4.1. Médiateurs plasmatiques de I’inflammation aigué

I s’agit des enzymes d’origines plasmatiques (protéases) qui sont constituées de trois

systémes interdépendants (Zeghal et Sahnoun, 2013).

>
Systeme du complément : Les compléments C3a et C5a jouent un réle dans la

perméabilité vasculaire, le chimiotactisme et I’opsonisation ;
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> Systéme des kinines : Il joue un réle dans la perméabilité vasculaire, 1’activation du
complément et la sensation de douleur ;
> Systéme de coagulation : 1l participe au chimiotactisme et favorise la perméabilité

vasculaire.

Activation du
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Figure8. Réle des anaphylatoxines C3a et C5a au cours de la réponse inflammatoire
(Weill et Batteux, 2003).
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Figure 9. Activateurs de la voie des kinines (Weill et Batteux, 2003).

IV.4.2. Médiateurs solubles de I’inflammation aigué

Ils sont produits par plusieurs populations cellulaires (Sahnoun et al., 1998). Les
polynucléaires neutrophiles sont attirés au niveau des lésions tissulaires par la présence de
médiateurs précoces chimiotactiques de l'inflammation (leucotriénes, C5a) (Zeghal et
Sahnoun, 2013).
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Des médiateurs lipidiques sont responsables de fievre, d’cedémes et de douleurs. Ils
sont représentés essentiellement par les prostaglandines, les leucotriénes, le facteur
d’activation des plaquettes (PAF) (Zeghal et Sahnoun, 2013).

Différents amines comme [’histamine et la sérotonine et des neuropeptides
participent également & la réaction inflammatoire (Zeghal et Sahnoun, 2013). Le
recrutement des cellules immunitaires sur le site inflammatoire assuré par la sécrétion de

cytokines et de chimiokines par les cellules de I'immunité innée (Weill et Batteux, 2003).

> -
Cytokines

Les cytokines sont des polypeptides solubles (Blétry etal., 2006) jouent un réle dans
la communication intercellulaire et permettent I'activation de différents systemes (Weill et
Batteux, 2003).Elles exercent des actions locales ou systémiques (Weill et Batteux,
2003).Les cytokines comme IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-0, TGF-B, GM-CSF
(granulocyte macrophage colony stimulating factor) sont formés essentiellement par les
monocytes et les macrophages. Ces cytokines peuvent se définir en deux catégories: les
médiateurs pro-inflammatoires (IL-1, le TNF-a et 1L-6) et les médiateurs anti-
inflammatoires (TGF-B, IL-10) contribuer a la résolution de la réaction inflammatoire et a

la restauration de l'intégrité tissulaire(Weill et Batteux, 2003 ; Revuz, 2009).

Chimiokines

Les chimiokines sont des petites protéines dont le réle est d'attirer et de diriger les
leucocytes circulants vers les sites d'inflammation (Lacolley et al., 2007). Elles peuvent
étre produites par divers types cellulaires (Weill et Batteux, 2003 ; Delves etal., 2008).

1VV.4.3. Protéines de la phase aigué de I'inflammation

Les cytokines inflammatoires (L'IL-1, I'IL-6 et I'IL-8) déclenchent une production
accrue de certaines protéines sériques par le foie, qui sont appelées protéines de phase

aigué de l'inflammation (Chapel etal., 2004).

>
Protéine C-réactive (CRP)

La CRP est une protéine de la famille des pentraxines. Lorsque la CRP est fixée sur
la bactérie, elle peut agir de deux fagons. La premiére correspond a une opsonisation

simple du micro-organisme favorisant sa phagocytose. La deuxieéme consiste en une

)
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activation de la voie classique du complément par fixation de la CRP sur le composé C1q

avec lequel elle a une certaine parenté structurale (Weill et Batteux, 2003).

>
Mannan Binding Lectin (MBL)
Cette protéine joue un réle dans I’activation du complément et peut méme agir en
opsonisant le micro-organisme par la fixation sur les résidus mannose (Weill et Batteux,
2003).
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I.1. Matériel végétal

La partie aérienne d’U. dalechampii et les feuilles de C. australis constituent le
matériel végétal a étudier. Ils ont été récoltés au mois d’avril a la wilaya de Batna (Est de
I’ Algérie) et identifiés par monsieur OUDJEHIH Bachir, Professeur a lI'université de Batna
1. Les matiéres végétales des deux espéces ont été sechées individuellement a lI'ombre (le
matériel végétal devrait étre protége de la lumiere du soleil pour éviter la transformation
chimique résultant de I'exposition aux rayonnements ultraviolets) (Jones et Kinghorn,
2005) et a température ambiante ensuite broyées et stockées dans I'obscurité a un endroit

sec et non humide.

1.2. Animaux

Des rats Wistar Albinos de poids compris entre 155 et 250g ont été utilisés pour
réaliser les activités biologiques in vivo. Les animaux ont été obtenus aupres de I'Institut
Pasteur d'Alger (Algérie). lls ont été logés dans des cages de polypropyléne dans un
environnement standardisé avec une température de 22 + 2 ° C, d’humidité relative de 50%
et soumis a un cycle de lumiére/obscurité de 12h/12h, I’aliment et 1’eau ont été fournis ad
libitum. Les rats ont été mis a jeun 16 a 17 heures avant chaque expérimentation avec acces
libre a I'eau. Avant de commencer les expériences, les animaux ont été acclimatés aux

conditions de laboratoire au moins une semaine.
1.3. Obtention des extraits organiques

La macération successive par trois solvants de polarité croissante (Diallo et al.,2004
; Jones et Kinghorn, 2005) a été utilisée pour préparer les extraits organiques des deux
plantes. Cinq cent grammes de poudre séche a été d’abord macéré dans 3000 ml d'hexane
et mis en agitation mécanique a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 24
h. Le mélange obtenu est filtré et concentré en utilisant un évaporateur rotatif sous pression
réduite a 30 ° C (40° C pour évaporer les extraits méthanoliques). Le marc a été repris avec
3000 ml de dichlorométhane puis avec 3000 ml de méthanol (conformément
a la méthode décrite ci-dessus) ; la figure 10 illustre les étapes de I’extraction. Les extraits
bruts obtenus ont été stockes a l'obscurité a 4 °C dans des flacons en verre fermés jusqu'a
leur utilisation. Le rendement (%) des extraits secs a été calculé en utilisant la formule

suivante :

F
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Rendement (%) = 100 x PE / PP (Falleh et al., 2008)

Ou:
PE : est le poids de I’extrait sec apres évaporation du solvant ;

PP : est le poids de la poudre soumise a I’extraction.

500 g de poudre d’U. dalechampii et de C. australis

Hexane (3L)
Agitation mécanique (24h)
Filtration
Extrait hexanique Marc
Dichloromethane (3L)
Agitation mécanique (24h)
Filtration
Extrait dichloromethanique Marc
Methanol (3L)
Agitation mécanigue (24h)
Filtration
Extrait methanolique Marc

Figure 10 : Schéma d’extraction par épuisement successif par trois solvants.

1.4. Analyse qualitative et quantitative

1.4.1. Criblage phytochimique

U. dalechampii et C. australis ont été soumis a un criblage phytochimique
préliminaire de métabolites secondaires tels que les alcaloides, les flavonoides, les tanins,
les coumarines, les saponines, les anthraquinones, les triterpénoides, les stéroides et les

mucilages. Cette investigation a été déterminée selon les tests phytochimiques standards
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donnés dans la littérature ;les résultats sont classés en :(+) : Réaction positive ;(- / +) :

Réaction douteuse ;(-) : Réaction négative.

a) Détection des flavonoides

Quelques gouttes d’une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) diluée ont été
ajoutées a I’extrait aqueux des deux plantes (0,5 ml). Une couleur jaune intense est
apparue, et qui est devenu incolore lors de l'addition de quelques gouttes d'acide

sulfurique(H2S04) dilué, cela montre la présence de flavonoides (Alabri et al., 2013).
b) Détection des tanins

La poudre (0,5 g) de chaque plante est bouilli dans 20 ml d'eau distillée ; aprés
filtration, quelques gouttes d’une solution de FeCI3 (0,1%) ont été ajoutées aux extraits
filtrés et observé pour une couleur noire bleuatre ou verte brunétre, qui prouve la présence
des tanins (Chugh et al., 2012).

c) Détection des coumarines

A 10 mg du matériel végétal, 5 ml de méthanol et quelques gouttes de I'nydroxyde
de potassium (KOH) alcoolique a 10% ont été ajoutées. L’apparition de la couleur jaune
qui disparut aprés 1’ajout de quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) concentré

indique que le résultat est positif (Hindumathy, 2011).
d) Détection des saponines

Dans un bain-marie, 2 g de matiere végeétale rendue en poudre de chaque plante ont
été bouillis avec 20 ml d'eau distillée. Dix millilitres de I'extrait filtré sont mélangés avec 5
ml d'eau distillée dans un tube a essai et secoués énergiquement. L’obtention d’une mousse

stable et persistante démontre la présence des saponines (Chugh et al., 2012).

e) Detection des alcaloides

La poudre séche (0,5 g) de chaque plante a été mise dans un tube a essai et 1,5 ml
d’une solution d'ammoniaque y ont éeté ajoutés. Aprés quelques minutes, 10 ml du
chloroforme a été additionné. Le mélange a été secoué et filtré. Ensuite, le chloroforme a
été évaporé en utilisant un bain-marie et 1ml du réactif de Mayer a été additionné. Un
précipité de couleur blanchatre se produit immédiatement si la plante renferme les
alcaloides (Alabri et al., 2013).

u
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f) Deétection des stéroides

Les échantillons de poudre (1 g) ont été mixés avec 2 ml de chloroforme ; H2SO4
concentré a été ajouté doucement sur la paroi des tubes a essai. Si la couleur de la couche
supérieure a viré au rouge, cela indique la présence de stéroides (Njoku etal.,2009).

g) Détection des triterpenoides

La matiére végétale de chaque plante (5 mg) a été macérée dans 2 ml du
chloroforme, puis 1 ml de lI'anhydride acétique y a été ajouté. Un millilitre de H2SO4
concentré a été additionné a la solution précédente. La formation d’une couleur violet

rougeatre montre la présence des triterpénoides (Alabri et al., 2013).

h) Détection des mucilages

Un gramme de poudre de chaque espece a été ajouté a 100 ml d’eau distillé, le tout
a été porté a ébullition pendant 15 min. aprés filtration, 1’eau distillé a été ajouté au filtrat
(ajusté a 100 ml). A 1 ml de ce filtrat, 5 ml d’éthanol absolu est additionné. Un précipité
floconneux est observé si les mucilages sont présents dans la plante (Daoudi et al., 2016).

i) Détection des anthraquinones

A TI’extrait chloroformique (macération) de chacune des deux plantes a été ajoutée
une solution aqueuse de KOH a 10 %. Apreés agitation, un virage de la couleur de la phase
aqueuse au rouge démontre la présence des anthraquinones (Dohou et al., 2003).

1.4.2. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP)occupe une position de
leader dans la séparation, la caractérisation et le dosage des composés phénoliques extraits
de plantes (Robbins, 2003; Marston et Hostettmann, 2006; Misan et al., 2011).

Presque exclusivement, les séparations sont réalisées sur des colonnes en phase
inverse (C18) de 100 & 250 mm de longueur et de diametre interne allant de 2,1 8 5 mm en
utilisant un gradient de solvant binaire (Robbins, 2003 ; Marston et Hostettmann, 2006;
Stalikas, 2007 ; Misan et al., 2011). La plupart des analyses CLHP des composés
phénoliques sont effectuées a une température ambiante de la colonne (Stalikas, 2007). Les
solvants les plus couramment utilisés dans la phase mobile sont les mélanges méthanol-eau
ou acétonitrile-eau, sans ou avec petits volumes d'acide (Merken et Beecher, 2000 ;
Marston et Hostettmann, 2006).

s
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La chromatographie liquide a phase inversee utilisant un gradient d'acétonurile et
une solution aqueuse d’acide est une pratique courante dans la séparation d'échantillons
complexes (MiSan et al., 2011). L'acétonurile mene a une meilleure résolution dans une
duree d'analyse plus courte par rapport au méthanol, en plus, ce solvant donne des pics de

formes plus nettes (Stalikas, 2007).

La gamme du pH recommandée pour la méthode CLHP est comprise entre 2 a 4
(pour éviter l'ionisation des analytes durant 1'analyse en vue d’améliorer la résolution et la
reproductibilité) ; la valeur du pH est ajustée en ajoutant de petits volumes d'acides a la
phase mobile (Robbins, 2003; Marston et Hostettmann, 2006; Stalikas, 2007).

1.4.2.1. Préparation des extraits

Un fractionnement et une séparation des extraits methanoliques bruts d’U.
dalechampiiet de C. australis a été effectué en réalisant une chromatographie liquide sous
vide. L'élution a été réalisée au moyen des différents gradients de chloroforme et du
méthanol. Douze grammes de chaque extrait sont repris dans un mélange de chloroforme —
méthanol puis filtré sous vide sur un creuset de verre frité rempli de gel de silice, éluée par
un gradient chloroforme- méthanol : chloroforme (100%) jusqu'au méthanol (100%). Les
fractions obtenues d’UDME et de CAME ont été analysé par chromatographie sur couche
mince (CCM) et une fraction pour chaque extrait a été dissous dans du méthanol / eau
(80:20) ; les mélanges obtenu ont été filtré en utilisant des filtres millipores de 0,45 pm.

o Colonne

La séparation a été effectuée sur une colonne detype phase inversée AgilentZorbax
SB-C18 (150 x 4, 6 mm), de porosité de 5um.

o Conditions opératoires

La phase mobile était constituée d'acétonitrile (solvant A) et une solution a 0,2 %
d'acide sulfurique dans 1’eau ultra-pure (solvant B).Le débit de phase mobile a été fixé a
0,5 ml / min et ’analyse a été effectuée a 27° C. Le volume d'injection a été fixé a 20ul ;la
détection a €té suivie a 280 nm et le temps total de I’analyse était 28 min. Les pics des
chromatogrammes ont été identifiés par comparaison des temps de rétention des extraits
par rapport a ceux des standards analyses dans les mémes conditions ; les analyses ont été

effectuées en triplicatas. Le programme CLHP des extraits des deux plantes étudiées a été
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effectué selon le procédé de Falleh et al. (2008), le programme de gradient est rapporté
dans le tableau V. Cette analyse a été réalisée au niveau du centre de recherche scientifique
et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC) a Alger (Algérie).

Tableau V. Programme et gradient d’élution appliqué dans I’analyse des extraits et des
standards par CLHP

Temps Solvant A (%) Solvant B(%o)
0-12 min 15 85
12-14 min 40 60
14-18 min 60 40
18-20 min 80 20
20-24 min 90 10
24-28 min 100 -

1.4.3. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG /
SM) est la technique analytique la plus utilisée pour l'identification et le dosage des
substances organiques dans les mélanges complexes ; elle est indispensable dans divers
domaines : recherches biologiques, environnementales et médicales, industries des arémes
et des parfums, ...etc. La CG / SM est une combinaison synergique de deux techniques
miro-analytiques trés puissantes; la chromatographie en phase gazeuse sépare les
composants de I’extrait, et la spectrométrie de masse donne des informations qui aident a

identifier la structure de chaque constituant (Sparkman et al., 2011).

La CG / SM a ete utilisée pour analyser la composition des extraits hexaniques d’U.
dalechampii et de C. australis. Cette analyse a été effectuée au niveau du centre de
recherche scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC) a Alger
(Algérie).

)
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1.4.3. 1. Préparation des esters butyliques par la méthode au trifluorure de bore (BF3)

Dans un ballon, 10 ul de BF3-butanol (14 %) et 0,2 ml de n-hexane a été ajouté aux
extraits hexaniques d’U. dalechampii et de C. australis, le mélange a été chauffé pendant
une heure a 70 ° C ensuite refroidi a température ambiante. Par la suite, 0,2 ml d'eau
saturée en chlorure de sodium a été ajouté pour neutraliser I'excés de BF3 et le mélange
réactionnel a été incubé pendant 2 min. Apres incubation, 0,5 ml de n-hexane a été
additionné au tube du mélange, puis le tube a été ferme hermétiquement et agité pendant 3
min. La couche organique a été transférée dans un tube de 2,5 ml et réduite a siccité sous
un courant d'azote de haute pureté. Enfin, 100 pl de n-hexane et 5 pl de solution de n-
hexadécane (a 0,5 ng /ul, en tant qu'étalon interne d'injection) ont été ajoutés, puis 2 pul de
I'échantillon ont été injectés dans le CG.

1.4.3. 2. Conditions d’analyse

UDHX et CAHX ont été analysés par CG/SM en utilisant un spectrometre de masse
TOFMS DANI a impact électronique. Le chromatographe Master GC DANI est équipé
d'une colonne type HP-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. La phase stationnaire constituée
de 5% de groupements phényles et 95% dimethyl polysiloxane. L'hélium pur est le gaz
vecteur (débit GV 0,5 ml / min). La température du four était programmée a 60 °C pendant
8 min, 2°/min jusqu'a 240°C, isotherme pendant 10min ; le temps total de 1’analyse
¢tait108 min. Le volume de I’extrait (les esters butyliques d’UDHX ou de CAHX) injectée
a ¢ét¢ fixé a 0,2 pl. L’injection a été effectuée en mode Splitess; les températures de
I’interface, de la source et de I’injecteur ont été portées a 200°C, 230°C et a 250° C
respectivement.

1.4.4. Dosage spectrophotometrique
1.4.4.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour estimer la concentration de
polyphénols totaux dans les extraits d’U. dalechampii et de C. australis. La procédure
décrite par Li et ses collegues (2007) a été suivi pour réaliser ce dosage. Deux cent
microlitres de chaque extrait ou standard (préparés dans le méthanol a des dilutions
convenables) a été ajouté a 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué (1:10 v / v). Aprés 4 min,
800 pl d’une solution aqueuse de carbonate de sodium (75 g / L) a été additionnée a la
solution précedente. Apres 2 heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été

lu a 765 nm, en utilisant un spectrophotometre UV-Visible.
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Une courbe d'étalonnage de I'acide gallique (20 — 200ug/ml) a été préparée dans les
mémes conditions et les résultats ont été exprimés en microgrammes d'équivalent d’acide
gallique par milligramme d’extrait & écart-type (ug EAG/ mg extrait).
1.4.4.2. Dosage des Flavonoides totaux (FT)

La concentration des flavonoides totaux des extraits des deux plantes a été mesurée
selon la méthode colorimétrique décrite par Bahorun et al. (1996). Un millilitre de chaque
extrait a été mélangé avec le méme volume d’une solution aqueuse du trichlorure
d'aluminium (AICI3) a 2%. Apreés 10 min d’incubation, l'absorbance du mélange a été
déterminée & 430 nm. La concentration des flavonoides totaux est calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (1,75-40
pug/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercetine par milligramme
d’extrait + écart type (ug EQ / mg extrait).
1.4.4.3. Dosage des tanins condensés(TC)

La quantité de procyanidines dans les différents extraits d’U. dalechampii et de C.
australis a été estimée spectrophotométriqguement selon le protocole de Heimler et ses
collaborateurs (2006) avec modification (la modification réside dans le volume de
I’échantillon). Pour chaque 400 pl d'extraits ou de standard, 3 ml d'une solution de
vanilline (4% dans le méthanol) et 1,5 ml d'acide chlorhydrique concentré ont été ajoutés.
Le mélange a été incubé pendant 15 minutes et I'absorbance a été déterminée a 500 nm.
Une courbe d'étalonnage de la catéchine (10-300 pg/ml) a été préparée et les résultats ont
été exprimés en microgrammes d'équivalent de catéchine par milligramme d’extrait +
écart-type (ug EC / mg d'extrait).

1.5. Activités antioxydantes
1.5.1. Effet scavenger du radical DPPH
1.5.1.1. Test in vitro

Le diphénylpicrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable qui peut réagir
directement avec des antioxydants (Haghparast et al., 2013). Le test DPPH est décrit
comme un test simple, stable, rapide et suffisamment sensible pour detecter les composés
actifs a de faibles concentrations ; c'est une méthode pratique pour le dépistage de I'activité
anti-radicalaire de nombreux échantillons (substances antioxydantes pures, fruits et extraits
vegetaux) indépendamment de leur polarité (Halliwell et al., 2004 ; Yi et al.,2008 ; Saha et
al.,2013).

.
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Le test DPPH a été effectué selon la méthode rapportée par Mansouri et al. (2005).
Les extraits secs d’U. dalechampii et de C. australiset I’antioxydant de référence, le
TBHQ, ont été préalablement dissous dans du méthanol pur et dilués de maniere
appropriée, ensuite 25 ul de ce mélange a été ajoutés a 975ul de DPPH (2,4 mg dans 100
ml de méthanol). La solution résultante a été bien agitée au vortex et incubée a lI'obscurité
pendant 30 min, les absorbances ont été mesurées a 517 nm. Le pourcentage d'activité anti-

radicalaire (AA) a eté calculé en utilisant la formule suivante (Lu et al., 2011) :

AA (%) = [(Abs(DPPH) — Abs(Ech)) / Abs (DPPH)] x100

Ou:
Abs(DPPH) est I'absorbance de la solution de DPPH en absence des extraits aprés 30 min

d’incubation ; et Abs(Ech) est I'absorbance de 1’échantillon (extrait ou standard) apres 30

min.
Pour mieux caractériser 1’effet anti-radicalaire des différents extraits d’U. dalechampii et
de C. australis, trois parametres ont été calculés (Kroyer, 2004) :

* La concentration inhibitrice a 50% (C150)

Ce paramétre est largement appliqué pour évaluer l'activité antioxydante d’un
échantillon. La CI50 représente la concentration d'échantillon requis pour abaisser la
concentration initiale du radical DPPH a 50%.

» La concentration effective a 50% (CE50)

La CE50 est exprimée en fonction de la concentration d'extrait utilisé pour le test
(ug / ml) et de la quantité d'extrait par rapport a la quantité de DPPH initialement utilisee
(ug / pg de DPPH) : CEso = (Clso/mg de DPPH/mI). Plus les valeurs CE50 sont basses,

plus la capacité anti-radicalaire est importante.
* Pouvoir anti-radicalaire (PAR)

Les pouvoir anti-radicalaires ont été déterminés selon 1’équation suivante :

PAR = 1/ CEs50%x100

)



Chapitre I. Matériel Et Méthodes

1.5.1.2. Test in vivo

L’effet des extraits methanolique ¢ U. dalechampii et de C. australis sur la capacité
antioxydante plasmatique vis-a-vis du radical DPPH a été déterminé, cette capacité a été
évaluée apres avoir testé la toxicité aigiie et subaigle des deux extraits.

a) Répartition et traitement des rats

Les rats ont été répartis selon I’homogénéité de leurs poids en cinq lots
expérimentaux de 5 animaux chacun, ils ont été gaveés quotidiennement pendant 28 jours

par :

* Groupe I : 10 ml/kg d’eau physiologique ;
» Groupe Il et I11: 200 et 400 mg / kg p.c de CAME respectivement ;
« Groupe IV et V: 200 et 400 mg / kg p.c d’UDME respectivement.

b) Prélevement sanguin

Aprés 28 jours de traitement quotidien, le prélevement sanguin a été réalisé, une
centrifugation du sang (3000 tpm pendant 10 min) a été effectuée et les plasmas obtenu
sont été aliquotés dans des eppindorfs et conservé a —20°C pour la réalisation du test au
DPPH.

c) Test au DPPH

En se basant sur le méme principe du test réalisé in vitro, la capacité du plasma des
rats a piéger le radical DPPH a été déterminée (Hasani et al., 2007). Cinquante microlitres
du plasma a été ajoutés a 950 ul d’une solution éthanolique de DPPH (2,4 mg / 100 ml), le
mélange réactionnel a été agité brievement au vortex. Aprés une incubation pendant une
demi-heure a température ambiante, I'absorbance de cette solution a été déterminée a 517
nm (une centrifugation est indispensable avant la mesure de 1’absorbance, car des
précipités ont été formé dans tous les mélanges réactionnels) (Janaszewska et Bartosz,
2002).

1.5.2. Test de blanchissement du f-caroténe

L'activité antioxydante des différents extraits a été également évaluée a l'aide du
systéme [3-caroténe-acide linoléique selon la méthode décrite par Tepe et al. (2006).

)
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Une solution de B-caroténe a été préalablement préparée en solubilisant 0,5 mg de
B -caroténe dans 1 ml de chloroforme, puis 25 pl d'acide linoléique et 200 mg de Tween
40 (mono-palmitate de polyoxyéthylénesorbitane) ont été ajouté. Ensuite, le chloroforme
a été complétement éliminé a I'aide d'un évaporateur rotatif, par la suite 100 ml d'eau
distillée saturée en oxygéne a ¢été ajoutés. L’émulsion résultante est agitée
vigoureusement ; 2,5 ml de cette émulsion a été transferés dans une série de tubes
contenant 350 pl de solution des extraits d’U. dalechampii et de C. australis (2 mg/ml
dans le méthanol) puis incubé pendant 48 h a température ambiante et I'absorbance a 490
nm a été enregistrée a différents intervalles de temps. Le méme processus a été répété
avec l'antioxydant synthétique (BHT) qui représente le contrble positif, et le contréle
négatif contenait tous les réactifs a I'exception de l'extrait ou de I'antioxydant
standard).La capacité antioxydante relative (CAR) a été calculée en utilisant la formule

suivante:

CAR = (Abs (t = 48h) extrait / Abs (t = 48h) BHT) <100

ou:

Abs (t = 48h) extrait est I'absorbance de I’extrait aprés 48h d’incubation et Abs(t = 48h)
BHT est I'absorbance du BHT apres 48h.

1.5.3. Chélation du fer ferreux

Pour mieux évaluer le potentiel antioxydant des deux plantes, la capacité chélatrice
a été étudiée selon la méthode de Le et ses colléegues (2007). Brievement, 500 ul de
différentes concentrations des extraits, de la quercétine et du chélateur standard EDTA
(Ethylene diamine tetraacetic) ont ét¢ ajoutés a 100 pl de FeCl2 (0,6 mM dans de 1'eau
distillée) et 900 ul de méthanol ; le mélange obtenu a été secoué vigoureusement et laissé a
la température ambiante pendant 5 minutes. Cent microlitre d’une solution méthanolique
de ferrozine (5 mM) a été ensuite ajouté au mélange réactionnel, une agitation a été
effectuée puis une incubation a température ambiante pendant 10 minutes pour complexer
I'ion Fe? * résiduel. Le control négatif contenait tous les réactifs du mélange réactionnels a

I'exclusion de I'extrait ou de I'antioxydant standard.
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L'absorbance du complexe fer (I1) -ferrozine a été mesurée par spectrophotométre a
562 nm. Les résultats ont été finalement exprimés en CI50 qui représente la concentration
de I'échantillon (extrait ou antioxydant synthétique) qui a provoqué la chélation de 50% du
fer ferreux. L'activité chélatrice des métaux (ACM) a été calculée comme suit (Esmaeili et
al., 2015) :

ACM (%) = [(Abs contrdle - Abs échantillon) / Abs contrdle] <100

Ou : Abs contrdle est I'absorbance du mélange réactionnel contrdle sans I'échantillon, et

Abs I'échantillon est I'absorbance en présence des extraits ou de standard.
1.5.4. Réduction du fer ferrique : Méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur du fer ferrique des extraits a été testé selon le protocol de
Benmeddour et son équipe (2013). Cinq cent microlitres des extraits d’U. dalechampii et
de C. australisont été ajoutés a 1,25 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 1,25 ml de
ferricyanure de potassium a 1%. Les mélanges ont été incubés a 50 ° C pendant 20 min,
puis on a ajouté 1,25 ml de solution d'acide trichloroacétique a 10% a été ajouté. 1,25 ml
du mélange réactionnel a été combiné avec 1,25 ml d'eau distillée et 0,25 ml de FeClI3
(1%). L'absorbance a été mesurée a 700 nm. Les résultats ont été exprimés en

milligrammes d'équivalents d'acide gallique pour 100 g d’extrait (mg EAG / 100 g).

|1.6. Mise en évidence de P’activité antimicrobienne

Les extraits d’U. dalechampii et de C. australis ont été testé individuellement
contre un groupe de microorganismes. La méthode utilisé est la diffusion sur milieu gélosé
ou méthode des disques (pour les bactéries et les levures) et la méthode de dilution en

milieu gélosé pour les moisissures.
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1.6.1. Souches microbiennes testées

Des souches bactériennes et des souches fongiques (levures et moisissures) ont été
utilisées pour dépister I’activité antimicrobienne des extraits d’U. dalechampii et de C.
australis. Les souches bacteriennes de références (American Type Culture Collection
« ATCC ») : Staphylococcusaureus ATCC 43300, Staphylococcus aureus Mec A+ ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 et Acinetobacter baumannii ATCC 19606, ont été
obtenues auprés du laboratoire de microbiologie, centre hospitalo-universitaire (CHU
Batna).Cing souches cliniques ont été également testées : Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus sp., Morganella morganii, Chryseomonas luteola, Serratia marcesens, ces
souches ont été isolées a partir de prélevement de malades (laboratoire de microbiologie,
CHU Batna). Les levures (Candida albicans et Rhodotorula sp.) et les moisissures
(Aspergillus niger, Rhisopussp.et Alternaria sp.) ont été obtenues du laboratoire de
Mycologie et de Parasitologie (CHU de Batna).

1.6.2. Préparation des extraits

Les extraits organiques d’U. dalechampii et de C. australis ont été dissous dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO), ensuite, des dilutions géométriques allant del5 4500 mg / ml
ont été préparées et stérilisés par filtration a travers un filtre 8 membrane de 0,45 pm.

1.6.3. Préparation de I’inoculum

Les bactéries et les levures sont été cultivées dans la gélose nutritive, apres 18 h
d’incubation, une a deux colonies identiques et bien isolées ont été raclées et diluées dans
Sml d’eau distillée stérile, les suspensions obtenues ont ¢été agitées au vortex
(homogénéisation), I’opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland pour les bactéries et a 2
Mc Farland pour les levures. Quant aux moisissures a tester, ils ont été obtenus a partir des

cultures de 7 jours sur milieu Sabouraud.
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1.6.4. Technique de diffusion en milieu gélosé

Des boites de Pétri contenant 60 ml de gélose Mueller-Hinton stérile (souches
bactériennes) ou de milieu Sabouraud (levures) ont été ensemencées avec les suspensions
appropriées. Un disque de papier filtre stérile de 6 mm de diameétre a été imprégné avec 10
pl d'extrait (Ngameni et al., 2009), et tapoté doucement pour éliminer I'excés de liquide et
placé dans les boites ensemencées ; trois disques ont été préparés pour chaque extrait. Des
disques vierges stériles imprégnés par le DMSO, ont été utilisés comme témoins négatifs.
Les boites chargées ont été tout d’abord maintenues dans un réfrigérateur (4°C) pendant 1h
pour garantir une bonne diffusion des échantillons (Falleh et al., 2008). Par la suite, les
boites ont été incubées dans 1’étuve pendant 18 a 24 h a 37 ° C pour les bactéries et 48h
pour les levures (Hussien et al., 2011), Apres incubation, toutes les boites ont été
observées, des zones d'inhibition de croissance microbienne se produisent autour des
disques si I’extrait posséde une activité antimicrobienne, et les diamétres de ces zones ont
été mesuré en utilisant un pied a coulisse digital. Le test a été répété trois fois et les
résultats ont été donnés en tant que moyenne + écart-type.

1.6.5. Technique de dilution en milieu gélosé

L’activité antifongique des extraits d’U. dalechampii et de C. australis a été
dépistée par la méthode du contact direct. Les extraits purs (0,5 mg) (Laib, 2012) des deux
plantes ont été ajoutés dans des tubes contenant 20 ml du milieu Sabouraud stérile encore
liqguide (Mohammedi et Atik, 2011). Chaque mélange est homogénéisé par une agitation
manuelle, ensuite son contenu est immédiatement coulé dans des boites de Pétri.
Parallelement, des milieux Sabouraud sans extraits servent de contréle négatif pour chaque
souche. Apreés la solidification de la gélose, un disque mycélien, de 6 mm de diamétre pris
d’une culture jeune de 7 jours est déposé au centre des chaque boite (Mohammedi et Atik,
2011). L’incubation a été réalisée a une température de 25 + 2°C et ’estimation de
I’inhibition de la croissance a été suivie quotidiennement pendant 7 jours.

En comparant avec le témoin « sans extrait », le pourcentage d’inhibition de la croissance

des champignons a été calculé en utilisant la formule suivante (Djabali et Barkat, 2012) :
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D.Tem— D.Es
Taux d’inhibition (%) = X 100

Ou:
D.Tem : diamétres en millimétre (mm) de la croissance fongique dans la boite témoin et

D.Es : diamétres en millimetre (mm) de la croissance fongique dans la boite essai.

1.7. Evaluation de la toxicité aigUe et subaigle
1.7.1. Test de toxicité aigue

Des rats femelles ont été utilisés pour évaluer la toxicité aigué, par voie orale, des
extraits méthanoliques d’U. dalechampii (UDME) et de C. australis (CAME)en suivant les
recommandations de la ligne directrice de 1’Organisation de Coopération et de
Développement Economiques423 (OCDE, 2001). Les extraits ont été dissous dans 1’eau
physiologique et sont administrés via gavage (en utilisant une sonde gastrique) a une dose
unique(la dose initiale choisi est de 500 mg / kg jusqu'a 2000 mg / kg, 10 ml / kg p.c) aprés

un jeline d’une nuit avec un acces libre a 1'eau.

Les animaux ont été répartis en 3 lots de 5 rats chacun :

Y Lot I (témoin) : recevant par voie intra gastrique une solution d’eau physiologique

a la dose de 10 ml / kg p.c;
Lot Il (traité) : les rats ont recu par voie intra gastrique UDME (2000 mg / kg, p.c)

Lot 111 (traité): les rats de ce groupe ont regu par voie intra gastrique CAME (2000
mg / kg, p.c).

Tous les rats ont été observés de fagon continue le jour de gavage pour noter les
signes cliniques de toxicité, de morbidité et de mortalité. L’observation a été effectuée
également durant les 14 jours qui suivent I’administration d’UDME et de CAME pour
détecter d’éventuels effets toxiques des extraits. Apres 14 jours, tous les animaux
survivants ont été mis a jeun pendant une nuit et anesthésiés avec le chloroforme. Les

échantillons de sang ont été recueillis pour analyser les paramétres biochimiques.
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1.7.2. Test de toxicité subaigtie

Le test de toxicité subaigué d’UDME et de CAME a été effectué en suivant les
recommandations de I'Organisation Mondiale de la Santé et a la Ligne directrice de
I'Organisation de Coopeération et de Développement Economiques (407) pour I'examen des

produits chimiques cités par Das et al. (2015).

Les animaux ont été répartis en 5 lots de 5 rats chacun :

Y Lot I (témoin) : recevant par voie orale une solution NaCl 0,9% a la dose de 10 ml

/kgp.c;

Lot Il et I11: les rats ont recu par voie orale ’'UDME aux doses de 200et 400 mg /
kg, p.c respectivement toutes les 24 h pendant 28 jours ;

Lot IV et V: les rats de ce groupe ont recu par voie orale CAME aux doses de 200
et 400 mg / kg, p.c respectivement toutes les 24 h pendant 28 jours.

Au cours de la période de traitement par UDME et CAME, tous les animaux ont été
observés quotidiennement une fois avant l'administration, immédiatement apres
I'administration et jusqu'a quatre heures apres l'administration. Les manifestations toxiques,
comme les changements pathologiques des poids corporels et des poids des organes
prélevés des rats, I'alimentation, la consommation d'eau, une altération possible de
la coloration des selles et de I'urine et la mortalité ont été notées chaque jour (Malone and
Robichaud, 1962 ; Das et al., 2015).

1.7.2.1. Effet ’UDME et de CAME sur le poids corporel des rats

Les poids corporels de chaque rat ont été pris pendant la période d'acclimatation,
une fois avant le début de I'administration des extraits, une fois par semaine pendant la

période de traitement et une fois le jour du sacrifice (Das et al., 2015) .
1.7.2.2. Effet ’UDME et de CAME sur les poids relatifs des organes prélevés

Le 29°™ jour, tous les animaux ont été sacrifiés et les organes (foie, cceur et les
reins) ont été soigneusement disséques et pesés en grammes. Les poids relatifs des organes
de chaque rat a été ensuite calculé en utilisant la formule (Das et al., 2015):

Poids relatif des organes = P.A.O x 100/ P.C. S
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ou:

P.A.O : Poids absolu de I'organe (g) et P.C. S : Poids corporel du rat au jour du sacrifice

(9).

1.7.2.3. Evaluation de quelques parameétres biochimiques, hématologiques et

histologiques
a) Prélevement sanguin

Apres 28 jours, tous les animaux survivants ont été mis a jeun pendant une nuit et
anesthésiés avec le chloroforme. Le prélevement du sang des rats ayant recu UDME et
CAME a été réalisé a travers lesinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des
animaux. Le sang a été recueilli dans des tubes EDTA pour la numération formule

sanguine (NFS), et dans des tubes héparines pour le bilan biochimique (Das et al., 2015)..

b) Effet des extraits sur les paramétres biochimiques

L'analyse biochimique a été effectuée sur le plasma aprés centrifugation (3000 tpm
pendant 10 min) du sang recueilli et les paramétres (aspartate transaminase (AST), alanine
transaminase (ALT), phosphatase alcaline, cholestérol, glycémie, triglycéride, urée et
créatinine) ont été déterminés (automate type KENZA Biochimis Try cod.RM 2030-18 ;
Kits commerciaux Spinreact, Espagne) pour le groupe témoin et les groupes traités par les

extraits.

» Dosage du cholestérol

Un volume de 1 ml du réactif (solution préparée de : phenol, PIPES pH 6.9,
cholestérol estérase, cholestérol oxidase, péroxidase, 4—Aminophenazone) a été
additionné a 10ul du plasma, le mélange a éte incubé a 37°C pendant 10 min. L'absorbance
a eté mesuree a 505nm par un spectrophotometre UV-Visible.

» Dosage des triglycérides

Un millilitre du réactif (solution préparée de : GOOD pH 7.5, p-Chlorophenol,
lipoproteine lipase, glycerol kinase, glyserol-3-oxidase, peroxidase, 4—Aminophenazone,
ATP) a été ajouté a 10pl du plasma. Aprés 10 min d’incubation a température ambiante, la
lecture de 1’absorbance a été effectuée en utilisant un spectrophotométre UV-Visible a 505

nm.
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* Dosage de ’aspartate transaminase

Un millilitre du réactif (solution préparée de : L-Aspartate, TRIS pH 7.8, NADH, lactate
déshydrogénase, malate déshydrogénase, a-cetoglutarate) a été melangé avec 100ul du

plasma, la lecture de I’absorbance a été effectuée a 340 nm.

* Dosage de I’alanine transaminase

Un millilitre du réactif (solution préparée de : TRIS pH 7.8, L-Alanine, NADH,
lactate déshydrogénase, a-cetoglutarate) a été ajouté a 100ul du plasma, I'absorbance du

mélange a été déterminée a 340 nm.
* Dosage de I’urée

Dix microlitres du plasma a été additionné a 1 ml du réactif A (solution préparée de
: salicylate de sodium, nitroprussiate de sodium, tampon phosphate, uréase) aprés 5 a 7 min
d’incubation au bain marie, 1 ml du réactif B (solution : hypochlorite de sodium, hydroxide
de sodium) a été additionné et une deuxieme incubation a été réalisée. La lecture de
I’absorbance a été effectuée a 600 + 20 nm.

» Dosage de la créatinine

Cing cent microlitres du réactif 1 (acide picrique) a été mélangé avec le méme
volume du réactif 2 (hydroxyde de sodium) et 100 pl du plasma, ensuite la lecture de

I’absorbance du mélange a été faite immeédiatement a 492 nm.
» Dosage du glucose plasmatique

Un millilitre du réactif (solution de : phenol, TRIS pH 7.4, glucose oxidase,
peroxidase, 4—Aminophenasone) a été melangé avec 10ul du plasma, une incubation
pendant 10min au bain marie a été effectuée. L’absorbance du milieu réactionnel a été

déterminé a 505 nm.
* Dosage de la phosphatase alcaline

Deux millilitres du réactif (solution : diethanolamine pH 10.4, magnésium chloride,
p-Nitrophenylphosphate) ont été ajouté a 20 ul du plasma, la lecture de I’absorbance (a 405
nm) de la premiere et de la troisieme minute a été enregistrée. La teneur en phosphatase

alcaline a été calculée en utilisant la formule suivante :
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DOlere min — DO3eme min x 3300

Oou:
DOlere min: I’absorbance de la premiére  minute du milieu

réactionnel et  DO3eme min:

I’absorbance de la troisieme minute du milieu réactionnel.
c)Effet des extraits sur les parametres hematologiques

En utilisant un automate d’hématologie type Genius KT-6400, différents paramétres
hématologiques tels que les globules rouges (GR), les globules blancs (GB), les plaquettes
(PLT), ’hémoglobine (HGB), Hematocrite (HCT), volume globulaire moyen (MCV),
teneur corpusculaire en hémoglobine (MCH), concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (MCHC), les neutrophiles, les basophiles, les lymphocytes, les éosinophiles
et les monocytes ont été mesure.

d) Examen histologique

Le 29°™ jour, les animaux ont été sacrifiés et les organes internes (reins et foie) ont
été prélevés, soigneusement lavés en utilisant I’eau physiologique et observés pour les
Iésions grossieres. Les organes internes ont été conservés dans une solution de
formaldéhyde a 10%.

Des coupes en paraffine du foie et des reins ont été préparées, colorées avec de
I'hnématoxyline et de I'éosine et observées en utilisant un microscope (Optica Microscopes
Italy DM-25). Des images numériques ont été obtenues en utilisant une caméra (Cam

Optica 4083. B5) associée au microscope

1.8. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire aigue
Afin d’estimer ’activité anti-inflammatoire par voie orale d’UDME et de CAME,

trois méthodes ont été réalisés in vivo.

1.8.1. (Edéme de la patte postérieure induit par la carraghénane

Cette méthode a été réalisée en suivant le protocole d’Awaad et son équipe (2011).

Les rats ont été divises aléatoirement en 6 groupes contenants chacun 5 rats.

o]
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Y Groupe | (ttmoin) : ont recu 1’eau physiologique per os (10 ml / kg) ;

” Groupe Il (anti-inflammatoire de référence) : ont recu le diclofénac (30 mg / kg)
par voie orale ;

Y Groupes I11 & 1V : ont été traités oralement par UDME (200 et 400 mg / kg)
respectivement ;

Y Groupes V a VI : ont été traités oralement par CAME (200 et 400 mg / kg)
respectivement.

Aprés une demi-heure de 1’administration des différents traitements, une
inflammation aigué a été induite par injection sous-plantaire de 100 ul d’une solution de
carraghénane type lambda (1%, P / V dans 1’eau physiologique) dans la patte arriére
gauche de tous les rats (la solution aqueuse de la carraghénane doit subir une agitation au
vortex avant I’injection). L'épaisseur de la patte de chaque rat a ét¢ mesurée en utilisant un
pied a coulisse digital (Delaporte et al., 2004) avant et 1, 3, et 5 h aprés l'injection de
carraghénane. Le pourcentage d'inhibition de I'épaisseur de la patte induite par le

diclofénac et les extraits testés a été calculé par rapport au groupe contréle (100 %).
1.8.2. Pleurésie induite par la carraghénane chez les rats

Pour réaliser cette activité, les rats ont été repartit en 7 groupes contenaient chacun

6 rats.

Y Groupes | et 11 (témoins) : ont recu 1’eau physiologique 10 ml / kg ;

Y Groupe 111 (médicament) : ont recu I’anti-inflammatoire de référence : le
diclofénac (10 mg / kgp.c) ;

Y Groupes (1V et V) : ont recu respectivement des doses de 200 et 400 mg/ kg p.c
d’UDME ;

” Groupes (VI et VII) : ont recu CAME aux doses de 200 et 400 mg / kg p.c
respectivement.

Une heure aprés le traitement par administration orale des différents produits, les
animaux du groupe I ont été injectés avec 0,2 ml d’eau physiologique stérile, les autres
groupe sont €té injectés avec le méme volume d’une solution aqueuse de carraghénane type
lambda (1% P / V dans 1’eau physiologique, la solution aqueuse de la carraghénane doit
subir une agitation au vortex avant injection).Quatre heures plus tard, tous les animaux ont
été euthanasies, et leurs cages thoraciques ont été prudemment ouvertes et la cavité
pleurale a été rincée avec 1 ml de solution d’eau physiologique tamponnée au phosphate
hépariné (PBS).
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La solution d'exsudat et de ringage a été récupérée par aspiration et le volume total
du liquide a été mesuré en soustrayant le volume injecté a partir du volume total récupéré,
tout exsudat contenant du sang a été jeté (Moore, 2003 ; Nardi et al., 2007 ; Batista et al.,
2014).

Le nombre de neutrophiles dans I'exsudat a été compté par le biais d’un microscope
optique (Optica Microscopes Italy DM-25) en utilisant une cellule de comptage apres
dilution des exsudats dans la solution Turk. Les résultats ont été présentés en tant que

nombre de neutrophiles par ml d'exsudat pleural.

1.8.3. (Edéme de D’oreille induit par le xylene

Pour évaluer I’effet anti-cedémateux d’UDME et de CAME, 1’cedéme de I’oreille a
¢été induit par le xyléne en suivant le protocole d’Adeyemi et ses collaborateurs (2008).

Les animaux ont été répartis en 6 lots de 6 rats chacun :
Y Lot I (témoin) : recevant par voie intra gastrique une solution de NaCl & 0,9 %a la

dose de 10ml /kg p.c;

“ Lot Il (médicament de référence) : ont regu par voie orale une solution de
diclofénac (10 mg/kg p.c) ;

Y Lot Il et IV : ont recu par voie intra gastrique UDME (200 et 400 mg / kg, p.c)
respectivement ;

Y Lot Vet VI : ont recu par voie intra gastrique CAME (200 et 400 mg / kg, p.c)
respectivement,

Trente minutes apreés I’administration des différents traitements et a I’aide d’une
micropipette, I’cedéme de I’oreille a ét¢ induit par une application locale (a ’aide d’une
micropipette) de 0,03 ml de xyléne sur la face interne et externe de 1’oreille droite de
chaque rat pour tous les groupes. L’épaisseur de 1’oreille a été mesuré avant et 2 h apres
I’induction de I’inflammation en utilisant un pied a coulisse digital (Delaporte et al., 2004).

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est calculé en utilisant la formule suivante :

Inhibition de I’eedéeme (%)= (Témoin — Traité / Témoin) x 100

Ou :

Témoin : la différence de I’épaisseur de I’oreille des rats du groupe témoin avant et aprés
I’application du xyléne et Traité : la différence de 1’épaisseur de 1’oreille des rats du
groupes traités (lots médicament et lots expérimentaux) avant et aprés 1’application du

xyléne.

o



Chapitre I. Matériel Et Méthodes

1.9. Effet antalgique
1.9.1. Test du writhing

L'activité anti-nociceptive périphérique des extraits des deux plantes a été évaluée
selon la méthode de comptage du nombre d'étirements ou de contorsion (Carino-Cortés et
al., 2010) comptés pendant une période de 15 minutes, en commencant 5 min
apres I'administration intra-péritonéale de I’acide acétique 0,6% (v / v) a une dose de 10 ml
/ kg.Tous les produits ont été administrés par voie orale 30 min avant I’injection de I’acide

acétique ;les animaux ont été répartis en 6 groupes de 6 rats chacun :

« Groupe I : Un lot témoin recevant par voie orale I'eau physiologique a la dose de
10mg/kg ;

» Groupes Il : ont regu une solution d’acide acétyle salicylique (200 mg / kg p.c).

* Groupes Il et IV : ont recu ’'UDME aux doses 200 et 400 mg / kg, p.c)
respectivement ;

* Groupes V et VI: ont recu CAME (200 et 400 mg / kg, p.c) respectivement ;

Immédiatement apres l'injection d'acide acétique, le nombre de contorsions par rat a été
compté. Le nombre de contorsions et d'étirement a été enregistré et permet d'exprimer le

pourcentage de protection en appliquant la formule suivante (Dongmo, et al., 2005) :

(Contréle — Traités)/Contrdle x 100

Ou:
Controle : le nombre de contorsions des rats gavés avec 1’eau physiologique et Traité : le

nombre de contorsions des rats traités avec les extraits ou le médicament.

1.9.2. Test au formaldéhyde

La méthode utilisée était celle décrite par Adebiyi et al. (2006). Les rats males ont
éte divisées en 6 lots contenant 5 animaux chacun.
Y Groupe | (témoin) a recu de I'eau physiologique (10 ml / kg) par voie orale.
” Groupe Il arecu le médicament de référence5 mg / kg (p.o0.) du diclofénac.
” Groupes Il et IV ont été chacun prétraités avec 200 et 400 mg / kg (p.o.) de
l'extrait méthanolique d’U. dalechampii, respectivement.
Groupes V et VI ont été gavés par I’extrait methanolique de C. australis aux

doses de 200 et 400 mg / kg, respectivement.
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Une heure aprés le traitement des rats par les différents produits, 20 pl d’une
solution aqueuse de formaldehyde (1 %, V / V) a été injecté dans la surface dorsale de la
patte arriére gauche des rats. Immédiatement apres I’injection, les animaux ont été observés
et le temps passé a lécher ou & mordre (Sudo et al., 2015) la patte injectée a été compté (en
utilisant un chronomeétre numérique) pendant les premiéres cinq minutes (phase précoce).
Vingt minutes apres le début de I'expérience, le temps de léchage a été également compté

pendant 5 autres minutes (phase tardive).

1.10. Activité antipyrétique

L'activité antipyrétique a été évaluée par le modele de pyrexie induite par la levure
de biére chez les rats (Ashok Kumar et al., 2011).

La température corporelle normale des rats a été prélevée en introduisant un
thermométre dans le rectum. La fiévre a été induite par injection sous-cutanée (20 ml / kg
p.c) d'une suspension aqueuse (20 % P / V dans I’eau physiologique) de levure de biere

(Saccharomyces cerevisiae).

Des rats males ont été divisés en 6 groupes contenant 6 animaux chacun.

Y Groupe | (ttmoin) a regu, par voie orale, de I'eau physiologique (10 ml / kg).

v

Groupe 11 a recu leparacétamol (150 mg / kg, p.o) ;
Y Groupes I11 et IV ont été chacun prétraités avec 200 et 400 mg / kg (p.0.) de
I'extrait méthanolique d’U. dalechampii, respectivement.

Groupes V et VI ont été gavés par I’extrait methanolique de C. australis aux
doses de 200 et 400 mg / kg, respectivement.
Les températures rectales de tous les rats ont été notées et comparées aprés 19 h,
immédiatement avant I'administration des extraits (UDME et CAME) ou du véhicule ou du

paracétamol, et de nouveau a 1 h d'intervalle jusqu'a 24 h apres les traitements.

1.11. Analyse statistique

Les résultats des activités effectuées in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne +
écart-types et en moyennes =+ erreur-types de la moyenne respectivement. Les
concentrations inhibitrices a 50% sont calculées par la méthode de régression linéaire a
partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)]. Le test ANOVA univariée suivie du
test de Dunnett / Tukeya été utilisé pour déterminer la différence entre le témoin et les
différents échantillons. Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement

significatives. L'analyse statistique a été effectuée a l'aide du logiciel Graph-pad prism 5.

)
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11.1. Extraction

Afin d’estimer les activités biologiques d’une plante, la premiére étape essentielle
et indispensable est ’extraction. Ce faisant, il existe de nombreux avantages et certains
inconvénients, en comparant a l'isolement des molécules pures. Lorsque 1’extrait brut est
utilisé pour évaluer une activité, il existe de bonnes opportunités de synergie entre les
constituants actifs, cette synergie pourrait étre perdue lorsque chacun de ces composants
est isolé. Bien au contraire, des effets inhibiteurs pourraient étre observes dans un extrait
brut renfermant des composants différents (un constituant pourrait diminuer l'activité

biologique d’un autre) (Azab et al., 2016).

Dans le présent travail, la préparation des extraits organiques a été effectuée a partir
de la partie aérienne et des feuilles d’U. dalechampii et de C. australis respectivement.
L’extraction a été réalisée par des solvants de polarité croissante ; il s’agit de I’hexane, le
dichloromethane et le méthanol. Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits: 1’extrait
hexanique, I’extrait dicloromethanique et 1’extrait méthanolique. Le rendement (%) de

chaque extrait est représenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau VI. Masses et rendement des différents extraits d’U. dalechampii et de C.

australis.
Plantes Nfr?wsljfiéjr%la Extraits l,':ﬁii? td(eg) Ren(o(l;)r)nent
végétale (g)

h&j‘gﬂ%‘* 0,9 0,18

U. dalechampii 500 dic'%ﬁggh&?ique 3,5 0,7
mé(maDnl\(;llliE(;ue 50 10
h(eé‘zﬂ%e 16,51 3,30
C. australis 500 dic'o(rgz[e)rl‘\‘j‘l')“q”e 12,89 2,57
méthanolique 205 41

CAME

.
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D’apres les résultats obtenus, les rendements les plus élevés ont été obtenus en

utilisant le méthanol comme solvant d’extraction.

Il est difficile de comparer les rendements des deux plantes avec ceux obtenus par
d’autres équipes de recherche, car le rendement n’est que relatif et dépend de plusieurs
facteurs tels que la méthode d’extraction, le solvant, la température, le temps ainsi que
I’origine géographique de la matiére végétale soumise a 1’extraction (Hayouni et al., 2007 ;

Pratima et Pratima, 2011).
11.2. Analyse qualitative et quantitative
11.2.1. Screening phytochimique

La détermination préliminaire de la composition chimique des deux plantes été
déterminée selon les tests phytochimiques standards basés sur I’apparition de précipitation,
de trouble, la formation de mousse, la formation de complexes colorés ou par la disparition

de couleur. Les résultats sont classés en: (+): Réaction positive; (-/+): Réaction
douteuse et (-) : Réaction négative.

Tableau VII. Résultats des tests de caractérisation

Résultats
Métabolites
U. dalechampii C. australis
Flavonoides + +
Tanins + +
Coumarines + -
Saponosides + +
Tritriterpénes + +
Stéroides + +
Alcaloides + -
Mucilages + -
Anthraquinones - (+/-)

-
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D’aprés le tableau VII, la poudre d’U. dalechampii renferme différents grands
groupes de métabolites secondaires. En effet, les réactions ont été franchement positives
dans le cas des flavonoides, des tanins, des coumarines, des saponines, des triterpenes, des
stéroides, des alcaloides et des mucilages. En revanche la réaction était négative dans le cas
des anthraquinones. Quant a la poudre de C. australis, on note 1’absence des coumarines,

des alcaloides et des mucilages.

11.2.2. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

Nous avons opté pour la techniqgue CLHP pour caractériser et doser certains
composés phénoliques dans les extraits dicloromethaniques et les fractions issues des
extraits méthanoliques d’U. dalechampii et de C. australis. La phase mobile utilisée dans
cette analyse était constituée d'acétonitrile (solvant A) et d’une solution a 0,2 % d'acide
sulfurique dans 1’eau (solvant B). Des solutions méres de standards ont été préparéees
individuellement dans le méthanol grade CLHP et analysée dans les mémes conditions que
les extraits. Les pics des chromatogrammes obtenus ont été identifiés par comparaison des
temps de rétention des extraits par rapport a ceux des standards. Les chromatogrammes
sont représentés dans les figures 11 et 12 ; les temps de rétention et les concentrations de

chaque composeé phénolique sont rapportés dans les tableaux VIII et IX.

Tableau VIII. Résultats de 1’analyse par CLHP des extraits d’U. dalechampii.

Temps de
Extraits Composés rétention Concentration
(min)
Luteoline 9,675 1,052
UDDM Apigenine 10,881 7,618
Ladaneine 19,821 2,284
7-methoxy-5-
hydroxyflavanone 23,006 6,085
Acide Hydroxycafeique 7,117 4,341
UDME
Rutine 8,665 4,977
Luteoline 9,922 1,326
Apigenine 10,784 1,021

.
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Ladaneine 19,697 3,993

7-methoxy-5-

hydroxyflavanone 22,920 3,539

Tableau IX. Résultats de I’analyse par CLHP des extraits de C. australis
Concentration

Extraits Composés rét-err?tr;:) F;]S (drr?in)
Luteoline 9,720 T
CADM Ladaneine 19,961 1,4067
7-Methoxy-5- Hydroxy- 22.940 7.01
Flavanone
Acide Procatechique 5,022 4,041
Acide Hydroxycafeique 7,136 9,190
Rutine 8,571 1,781
CAME
Luteoline 9,856 1,462
Apigenine 10,927 6,979
Ladaneine 19,742 2,508
7-methoxy-5 -hydroxyflavanone 22,919 T (*)

(*) Le composé existe en traces

L’analyse CLHP réalisée sur les extraits d’U. dalechampii a conduit a la révelation
de la présence probable de 4 flavonoides dans ’'UDDM (luteoline, apigenine, ladaneine et
7-methoxy-5 hydroxyflavanone). Quant a la fraction issue de ’UDME, il s’agit de 1’acide
hydroxycafeique) et 5 flavonoides (rutine, luteoline, apigenine, ladaneine et 7-methoxy-5
hydroxyflavonone).

Cette technique nous a permis également de révéler la présence eventuelle de trois
flavonoides (luteoline, ladaneine et 7-methoxy-5 hydroxyflavanone) dans CADM. Sept
composés phénoliques ont été révele dans la fraction issue du CAME, il s’agit de deux
acides phénoliques (acide procatechique et acide hydroxycafeique) et cinq flavonoides
(rutine, luteoline, apigenine, ladaneine et 7-methoxy-5 hydroxyflavanone).
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Résultats Et Discussion

11.2.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’extrait hexanique d’U. dalechampii a été analyse par CG / MS, les résultats sont

présentés dans le tableau X et le chromatogramme dans la figure 13.

Tableau X : Composition en acides gras (%) de 1’extrait hexanique d’U. dalechampii

N° Composes

Noms systémiques Noms communs

1  Tétradécanoique (C14 :0) Acide myristique

2  6,10,14-trimethyl-2- /

pentadecanoique

3  Hexadécanoique (C16 :0) Acide palmitique

4 Acide eicosanoique (C20:0)  Acide arachidique

5  Heneicosanoique (C21 :0) /
6  Phytol /
7 acide 12-hydroxy-9-cis- Acide ricinoleique

octadécénoique (C18 :A9) (Dérivé hydroxylé de
I'acide oléique)
8  9-12-Octadécadiénoique Acide linoleique
(C18:2A9,12)
9  9-12-15 Octadécatrienoique  Acide a linolénique
Acide o~linolénique

(C18 : 3A9, 12, 15)

Temps de
rétention

(min)

61,55

65,05

71,82

72,55

77,35

77,85

78,83

79,62

80,19

Concentration
(%)

0,13

2,06

15,89

0,06

29,58

0,94

0,84

16,55

9,23
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Les résultats de la CG / SM révéle la présence, dans ’'UDHX, des acides gras
insaturés : a-linolénique (9,23%) et linoléique (16,55%), ce qui pourrait conférer a cet
extrait des effets hypocholestérolémiants et anti-athérogénes et pourrait limiter I’incidence
des maladies vasculaires. L’acide linoléique, chef de file de la famille « Omega 6 »est un
acide gras essentiel qui joue un réle important dans I'équilibre cardiovasculaire, la
régénération des membranes cellulaires, la protection de la peau, dans I’inflammation et
dans I'immunité (Armougom et al., 1998 ; Romon et al., 2003 ; Riché , 2008 ; Jean, 2013).
On note aussi la présence de I’acide palmitique (C16 :0) en proportion trés élevees (15,89
%); l’acide myristique et 1’acide arachidique representent 0,13 % et 0,06 %
respectivement. Ces resultats sont en accord avec ceux du Saa-Oteroa et son équipe (2000)
qui ont signalé également la présence des acides linoléique, linolénique et l'acide

arachidique dans /’U. dalechampii.
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Figure 13: Profil en acides gras d’UDHX obtenu par CG/SM.
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11.2.4.Dosage spectrophotometrique

11.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT), des flavonoides totaux (FT) et des

tanins condensés (TC)

Les composés phénoliques sont généralement présents dans les plantes et ont été
rapportées pour présenter des propriétés biologiques multiples, comme anti-inflammatoire,
anti-allergique, anti-microbienne, antioxydante, anti-thrombotique (Balasundram et al.,
2006 ; Wojdyto et al., 2007). Ces molécules jouent un rdle probable dans la prévention de

diverses maladies liées aux stress oxydatif (Dimitrios, 2006).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux des extraits d’U. dalechampii et
de C. australis a été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu en utilisant 1’acide
galligue comme standard. La quantité des polyphénols a été exprimée en microgramme
d’équivalent d’acide gallique par milligramme de poids sec de 1’extrait (ug EAG / mg
d’extrait).

La teneur en flavonoides a été effectuée selon la méthode au trichlorure
d’aluminium, la quercétine a été utilisée comme standard. Les résultats ont été reportés en
microgramme d’équivalent de quercetine par milligramme de poids sec de I’extrait (ug EQ
/ mg d’extrait).

La quantité de tanins condensés ou proanthocyanidinesa été estimée selon la
méthode a la vanilline en milieu acide, la catéchine a été utilisée comme standard. Les

résultats ont été¢ exprimés en microgramme d’équivalent de catéchine par milligramme de

poids sec de I’extrait (ug EC / mg d’extrait).

Les résultats du dosage sont représentés dans le tableau XI et les gammes

d’étalonnages dans les figures 14, 15 et 16.

-
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Tableau XI. Dosage des polyphénols totaux (PPT), des flavonoides totaux (FT) et des
tanins condensés (TC) dans les différents extraits d’U. dalechampiiet de C. australis

Plantes Extraits PPT (a) FT (b) TC (c)
UDHX 43,53 +7,44 20,95+ 2,06 ND
U. dalechampii  UDDM 66,99 + 1,6 54,12 + 4,34 0,83 + 0,68
UDME 15491 +11,4 29,96 + 0,48 09,65 + 0,15
CAHX 70,39+ 7,12 12,75+ 0,13 ND
C. australis CADM 59,45 + 17,88 25,67 £ 0,14 9,88 0,46
CAME 158,82 £7,20 33,76 £ 0,31 19,62 + 1,35

(@) pg d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait ; (b) pg d’équivalent de quercétine par mg d’extrait ; (C)
pg d’équivalent de catéchine par mg d’extrait. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais =+ écart type.
ND : non déterminé.

Pour I’U. dalechampii, les quantités les plus élevées de PPT et en TC ont été
trouvées dans 'UDME (154,91 pg EAG / mg; 09,65 ng EC / mg), suivie de ’'UDDM
(66,99 ng EAG / mg; 0,83 EC / mg), ’'UDHX contient 43,53 ug EAG / mg de PPT et
20,95 pug EQ / mg de FT. L’UDDM renferme la teneur la plus élevée en flavonoides (54,12

ng EQ/ mg).

L’examen des résultats obtenus permet de mettre en évidence une corrélation
linaire tres faible et non significative entre la teneur en composés phénoliques et en
flavonoides (R?=0,004710, P > 0,05).

Megdiche-Ksouri et son équipe (2014) ont estimé la quantité de PPT, de FT et de
TC dans I'extrait méthanolique d'Artemisia campestris (Asteracées), les résultats ont
montré que la méthode d’extraction qu'ils ont adoptée a donné des quantités plus élevées
de flavonoides (175,232 pug QE / mg) par rapport a UDME. Cependant, les quantités des
composés phénoliques et des tanins condensés rapportés par ces auteurs (158,75 ug EAG /
mg et 8,7 ug EC / mg respectivement) sont similaires a celles trouvées dans 1’extrait

méthanolique d’U. dalechampii.

En Italie, Une étude réalisée par Ranfa et ses collaborateurs (2015) a révélé que la
teneur en PPT d’U. dalechampii, etait tres faible (1,43 ug EAG / mg) par rapport a celle
trouvée dans 'UDME. De méme, le présent travail montre que la teneur en composés

phénoliques trouvée dans 1’U. dalechampii était plus élevé que celles rapportées pour
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certaines plantes de la méme famille qui renferment des teneurs allant de 12,3 & 34,6 ug
EAG / mg (Tawaha et al., 2007).

Concernant les extraits de C. australis, CAME est le plus riche en PPT, en FT et en
TC avec des teneurs (158,82 ug EAG / mg), (33,76 pg EQ / mg) et (19,62 ug EC / mg)
respectivement, suivi par CADM qui renferme (59,45 ug EAG / mg), (25,67 pg EQ / mg)
et (9,88 pg EC / mg) respectivement. CAHX contient une teneur élevée en PTT estimée a
70,39 ug EAG / mg et une teneur considérable en flavonoides (12,75 ug EQ / mg).
L’examen des résultats obtenus permet de mettre en évidence une corrélation linéaire

significative entre la teneur en PPT et les FT (R?=0,5079, P < 0,05).

Dans une étude réalisée par Wojdylo et ses collegues (2007), le contenu en
composés phénoliques dans I'extrait méthanolique d’Hulmus lupulus, une espéce
appartenant a la méme famille de C. australis (Cannabacées) était estimé a 7,14 mg EAG /

100 g, alors que nos résultats montrent une teneur en PPT beaucoup plus élevé.

La différence trouvée entre les résultats du dosage du présent travail et ceux des

travaux antérieurs pourrait étre expliqué par :

1) La technique d'extraction, le temps, la température et les solvants utilisés (la
nature, la concentration et la polarité) qui influencent considérablement la teneur en
métabolites secondaires tel que les polyphénols totaux (Hayouni et al., 2007
Ncube et al., 2008).

2) La méthode utilisée pour realiser le dosage : La méthode de Folin-Ciocalteu est
I’une des plus anciennes méthodes visant a déterminer le contenu total des
composés phéenoliques dans les aliments ou les plantes médicinales (Abdel-Hameed
, 2009), elle est considérée comme la meilleure pour I'estimation de la teneur totale
des polyphénols (y compris les tanins) (Djeridane et al., 2007). Néanmoins cette
méthode donne une teneur brute en composés phénoliques totaux existants dans un
extrait; elle n'est pas spécifique aux polyphénols, mais de nombreux composés tels
que les sucres, les acides organiques, les amines aromatiques et autres substances
organiques non phénoliques qui peuvent réagir avec le réactif utilisé, ce qui donne
des teneurs apparentes élevées. De plus, divers composés phénoliques réagissent
difféeremment avec ce réactif, en fonction du nombre de groupes phénoliques qu’ils
renferment (Tawaha et al., 2007 ; Misan et al., 2011).

-
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3) Les conditions de I'environnement telles que la position géographique, la salinité et

le pH du sol, le climat et la température. Ces facteurs influencent la synthese des
substances actives de la plante (Ksouri et al., 2008 ; Rached et al., 2010) ; En outre,
d'autres facteurs tels que l'infestation par les insectes, les blessures physiques et
I'exposition aux rayons UV peuvent impliquer une réponse de défense et augmenter
de ce fait les teneurs en métabolites secondaires (Jood et al., 1995 ; Babar Ali et al.,
2007).
La teneur élevée en composés phénoliques dans les extraits d’U. dalechampii et de
C. australis pourrait étre liée aux conditions climatiques relativement difficiles
telles que le déficit hydrique et les températures élevées (Ksouri et al., 2008 ;
Trigui et al., 2013).
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Figure 14: Droite d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne de trois essais).
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Figure 16 : Droite d'étalonnage de la catechine (moyenne de trois essais)
11.3. Evaluation de I’activité antioxydante

Afin d'évaluer les effets antioxydants totaux d’une matiere végétale, il est essentiel
d'utiliser deux ou plusieurs méthodes en raison de la nature complexe des substances
phytochimiques (Nuutila et al., 2003 ; Chanda et Dave, 2009). Dans le présent travail,
quatre méthodes (pouvoir piégeur vis-a-vis du radical DPPH « in vitro et in vivo », effet
anti-lipoperoxydant, activité chélatrice du fer ferreux, et le pouvoir réducteur des ions
ferriques) ont été utilisés pour estimer la capacité antioxydante des extraits d’U.

dalechampiiet de C. australis.

11.3.1. Effet scavenger du radical DPPH
11.3.1.1. Test in vitro

Cette méthode est basée sur la réduction des solutions méthanoliques du radical
DPPH en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne (Baydar et Baydar, 2013). Les
profils d’activité anti-radicalaire obtenus (Figure 17 et 18) révelent que tous les extraits
d’U. dalechampii et de C. australis possedent une activite anti-radicalaire concentration
dépendante :
« UDHX:R?=0,954; UDDM : R?=0,970, UDME : R?= 0,995, P < 0,001.
« CAHX:R?=0,989; CADM : R?=0,976, CAME : R?= 0,966, P < 0,001.

Le tableau XII illustre les concentrations des différents extraits requises pour I’inhibition

maximale du radical DPPH.
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Tableaux XII : Concentrations des extraits nécessaires pour une inhibition maximale du
radical DPPH.

Plantes Extraits = Concentrations (mg/ ml) Inhibition maximale (%)
UDHX 01,75 83,79
U. dalechampii UDDM 02,37 89,95
UDME 0,15 91,21
CAHX 0,27 95,95
C. australis CADM 0,60 85,65
CAME 0,25 90,87

Comme représenté sur les figures 17 et 18, on note la présence des phases stationnaires
dans les profils d’activité anti-radicalaire de la plupart des extraits d’U. dalechampii et de
C. australis signifiant que ces derniers ont réduit presque totalement le radical DPPH" en

molécule non radicalaire DPPH-H.

A des fins comparatives, le TBHQ a été utilisé, il a montré une inhibition maximale
de 98,56 % du radical DPPH a la concentration de 13,5 g / ml. Tous les extraits des deux

plantes étaient nettement moins efficaces que I’antioxydant synthétique utilisé.
Le tableau XII1 rapporte les Clso, les CEso ainsi que les PARs de chacun des
différents extraits d’U. dalechampii, du C. australis et du TBHQ.

Tableau XI11. Activité anti-radicalaire des extraits d’U. dalechampii, de C.australis et du
TBHQ.

L S cigeim)  CRUsie e
TBHQ 3,606 + 0,059 0,157 + 0,002 635,1+ 10,4
UDHX 625,963 + 73,591 27,334 + 3,213 3,69+0,4
U.dalechampii UDDM 906,095 + 8,025 39,683 + 0,661 2,5+0,00
UDME 45,422 + 4,121 1,983 + 0,179 50,6+4,4
CAHX 128,285 + 3,652 5,601+ 0,159 17,86 + 0,516
C. australis

CADM 232,255 + 6,467 10,142 + 0,282 9,86 + 0,27
CAME 65,336 + 0,53847 2,853+ 0,023 35,05+ 0,287

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + Ecart type
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Figure 17 : Activité anti-radicalaire des extraits d’U. dalechampii (Chaque valeur
représente la moyenne de trois répétitions).
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On peut résumer I’ordre décroissant des extraits testés en termes de capacité de
piégeage du radical DPPH comme suit :
TBHQ > UDME > UDHX > UDDM.

TBHQ > CAME > CAHX > CADM.

Plusieurs études ont signalé que la capacité de différentes substances phénoliques a
éliminer divers types de radicaux initiateurs d'oxydation a été rapportée dans la phase
polaire (Tepe et al., 2006). En effet, Les extraits methanoliques d’U. dalechampii et de C.
australis étaient plus efficaces que les extraits dicloromethanique et hexanique, ces
résultats sont en accord avec ceux d’Othman et son équipe (2007) qui ont révélé une
activité antioxydante maximale dans 1’extrait methanolique préparé a partir des sous-
produits de cacao (poudre, nacre et coquille de cacao). En plus, Przybylski et ses collegues
(1998) ont rapporté que l'activité antioxydante des extraits de sarrasin variait avec la
polarité du solvant, ceux extraits avec du méthanol étant les plus actifs (Moure et al.,
2001). Ces résultats pourraient étre expliqué par le fait que le changement de polarité du
solvant modifie sa capacité a dissoudre les composés antioxydants et par conséguence
influence grandement l'estimation de l'activité anti-radicalaire (Brand-Williams et al.,
1995). En outre, les fractions polaires peuvent renfermer plus de composés phénoliques
poly-hydroxylés, tels que les tanins, qui peuvent agir en synergie avec d'autres composés
(Hayouni et al., 2007).

Les résultats obtenus indiquent l'existence d’une corrélation linaire et positive
entre l'activité anti-radicalaire d’U. dalechampii et de C. australis et la teneur en composés
phénolique (R? = 0,7255 et 0,7203 respectivement, P < 0,01). Ces résultats suggérent
qu’environ 72 % de la capacité antioxydante des extraits est due a la contribution des
composés phénoliques. Une corrélation similaire a été rapportée par Djeridane et al. (2006)
qui ont trouvé 0,7931 comme facteur de corrélation entre l'activité antioxydante et les

composés phenoligques totaux de 11 plantes médicinales algériennes.

D'autre part, une corrélation trés faible et non significative existe entre l'activité de
piégeage du radical DPPH d’U. dalechampii et de C. australis et les teneurs en flavonoides
totaux (R? = 0,1538 et R? = 0,0942 respectivement, p > 0,05); impliquant que ces
métabolites peuvent ne pas étre les principaux composants responsables de ce pouvoir anti-
radicalaire, ce qui indique que d'autres molécules contribuent a piéger le radical DPPH
(Falleh et al., 2008).
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Certains auteurs ont signalé une corrélation positive entre la teneur en flavonoides
et la capacité antioxydante, mais ce type de corrélation n'a pas été observé par plusieurs

autres équipes de recherches (Nikolova et Dzhurmanski, 2009).

Le dosage des substances phénoliques est une indicative de l'activité anti-
radicalaire car ces molécules sont tres réactives vis-a vis les radicaux libres (Loizzo et al.,
2012). Mais il convient de noter que les interactions synergiques entre les antioxydants
présents dans un extrait brut rendent I'activité antioxydante non seulement dépendante de la
concentration mais aussi de la structure et de la nature des antioxydants présents dans
I’extrait (Djeridane et al., 2006 ; Dimitrios, 2006 ; Rached et al., 2010). Selon Heim et al.
(2002), et a titre d’exemple, l'activité antioxydante des flavonoides réalisée in vitro dépend
du nombre total des groupes hydroxyles et de la disposition des groupes fonctionnels sur la
structure de base, ces éléments exercent une grande influence sur le mécanisme de cette

activité (Prochazkova et al., 2011).

Les résultats de plusieurs travaux antérieurs démontrent que le comportement
antioxydant des composés phénoliques présente des variations basées sur le type de solvant
d’extraction et sa polarité, le pH d'extraction, le mécanisme de la réaction, les paramétres
de solubilité ainsi que sur les propriétés structurales ; certains composés réagissent tres
rapidement avec les radicaux libres comme le DPPH réduisant un certain nombre de ces
molécules correspondant au nombre de groupes hydroxyle disponibles. Cependant, pour la
majorité des composés, le mécanisme est tres complexe (Brand-Williams et al.,1995 ;
Moure et al., 2001 ; Ozturk et al., 2007 ; Celik et al., 2010).

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux des travaux antérieurs car le test
DPPH n’est pas autant standardisé, ce qui pourrait expliquer la divergence des résultats

obtenus d’une étude a 1’autre et réduire de ce fait la fiabilité de toute comparaison (Scherer

et Godoy, 2009).

11.3.1.2. Test in vivo : Effet des extraits methanolique d’U. dalechampii et de C.
australis sur la capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis du radical DPPH

Les méthodes spectrophotométriques semblent étre les plus amplement applicables
et les plus souvent utilisées pour dépister la capacité antioxydante totale des fluides

biologiques (Janaszewska et Bartosz, 2002).
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L’effet scavenger du radical DPPH est la méthode utilisée pour estimer la capacité
antioxydante plasmatique des extraits d’U. dalechampii et de C. australis, elle est
exprimée en pourcentage d’inhibition de décoloration d’une solution éthanolique contenant
uniquement le DPPH en présence du plasma des rats (traités préalablement aux extraits
methanoliques des deux plantes).

Les résultats obtenus indiquent que I’administration journaliere pendant 28 jours
par voie orale d”UDME et CAME aux doses 200 et 400 mg / kg n’a pas amélioré 1’activité
de piégeage du radical DPPH dans le plasma (Figure 19), contrairement a I’importance de
I’activité anti-radicalaire de ces deux extraits déterminés in vitro ou cette activité a éte
attribuée a leur contenu en composés phénoliques. Ce résultat pourrait étre expliqué par le
fait qu’il existe différents facteurs qui peuvent limiter fortement la capacité des

polyphénols alimentaires a agir comme antioxydants dans le plasma (Lotito et Frei, 2006) :

e Apres l'apport d'aliments riches en composés phénoliques, ces metabolites sont peu
bio-disponibles et n’atteignent que de faibles concentrations micromolaires dans le
plasma humain ;

e les flavonoides sont mal absorbés, et sont largement métabolisés dans l'intestin et
le foie, leurs demi-vies sont courtes dans le plasma humain (quelques heures) ce

qui pourrait affecter leur activité antioxydante in vivo.
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Figure 19:La capacité antioxydante plasmatique d’UDME et de CAME vis-a-vis du
radical DPPH. Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n = 5) ; ns : différences non
significatives par rapport au groupe contrdle (rats ayant regu 1’eau physiologique).
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I1.3.2. Test de blanchissement du B-caroténe

L'objectif de ce test est d'estimer la capacité des extraits d’U. dalechampii et de C.

australis a prévenir la peroxydation lipidique.

Il est connu que I'oxydation de I'acide linoléique génére des radicaux peroxydes qui
provoquent la disparition de la couleur rouge-orangé caractéristique du B-caroteéne qui est
suivie en utilisant un spectrophotométre & 490nm. Néanmoins, la présence des
antioxydants dans le mélange réactionnel pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-carotene (Liu et
al., 2015).

D'apres les résultats présentes dans la figure 20, il est évidemment clair que tous les
extraits d’U.dalechampii et de C. australis et 1’antioxydant utilisé étaient capables de
réduire l'oxydation de B-caroténe en piégeant les radicaux libres dérivés de I’acide

linoléique.
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Les capacités antioxydantes relatives (CAR) des différents extraits et du BHT sont
présentées dans la Figure 21. D’aprés les résultats obtenus, il est évident que le BHT et les
extraits des deux plantes avec les concentrations de 2 mg / ml inhibent d’une maniére trés
significative (p < 0,001) "oxydation du B caroténe par rapport au controle négatif. Les
extraits UDHX (51,9%) et UDDM (65 %) montrent les plus grandes activités inhibitrices,
statistiquement, il n’existe pas de différence significative entre ces deux extraits (P > 0,05),
la valeur moyenne des CARs de ces derniers est estimé a 58,45 %, mais cette activité reste
significativement inférieure (P < 0,01) a celle du BHT (95,86%). UDME (35,54%)

représente 1’extrait le moins actif.

En comparaison avec le BHT, UDHX et UDDM sont 1,64 fois moins actifs.
L’UDME est 1,6 fois moins actif que ’'UDHX et I’'UDDM et 2,6 fois moins actif que le
BHT.

On peut résumer ’ordre croissant des extraits d’U. dalechampii en termes de
capacité antioxydante relative comme suit : UDME < UDHX = UDDM. La faible activité
de I’extrait methanolique d’U. dalechampii s'explique probablement par sa grande polarité
(Frankel et Meyer, 2000).

Quant aux extraits de C. australis, CAHX, CADM et CAME montrent une grande
activité inhibitrice (82,69 %), (76,42 %) et (77,21 %) respectivement (figure 21).
statistiquement, il n’existe pas une différence significative entre ces trois extraits (p >
0,05), la valeur moyenne des CARs est de 78,77 %, mais cette activité reste
significativement inférieure (p < 0,001) a celle du BHT, ces trois extraits sont 1,26 fois

moins actifs.

Une corrélation linéaire et significative a été mise en évidence entre la capacité

antioxydante relative des extraits d’U. dalechampii et de C. australis et leurs teneurs en

composés phénoliques (R2 = 0,6042, p < 0,05 et R2 =0,9332, P < 0,001 respectivement) ;
ceci est logique etant donné que les composés phénoliques jouent un réle important dans
la prévention de la peroxydation lipidique (Yen et al., 1993). Le méme type de corrélation
linéaire a été obtenue entre la teneur en flavonoides des extraits de C. australis et la
capacité antioxydantes relatives (R? = 0,5258, P < 0,05). Mais ce type de corrélation n'a

pas été observé dans les extraits d’U. dalechampii (R? = 0,4206, P > 0,05).
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D’aprés Liyana-Pathirana et Shahidi (2006), tous les extraits d 'U. dalechampii et de
C. australis peuvent étre considérés comme des agents piégeurs de radicaux libres et
comme des antioxydants primaires car ils sont capables de retarder ou d'empécher la

décomposition oxydante du -caroténe.
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Figure 21 : Capacité antioxydante relative des extraits d’U. dalechampii, de C. australis et
du BHT dans le systeme B-caroténe / acide linoléique (les valeurs sont la moyenne de trois
répetitions = écart type), les barres avec des lettres différentes désigne des activités
significativement différentes (p < 0,001).




Chapitre I1. Reésultats Et Discussion

11.3.3. Chelation du fer ferreux

Il est bien évident que le fer est un élément indispensable pour toutes les cellules
vivantes. Cependant, un exceés de cet élément sous forme libre pourrait étre potentiellement
toxique ; sa toxicité réside dans son pouvoir a participer, par la réaction de Fenton, comme
catalyseur dans la formation de radical hydroxyle (HO), une espéce tres réactive capable
d'induire I'oxydation des protéines, des lipides et de I'acide désoxyribonucléique (Gulcin,
2012). Un composé qui est capable de chelater les ions ferreux offrent une protection
efficace contre ces dommages oxydatifs (Gulcin, 2012 ; Islam et al., 2016). En plus,
plusieurs équipes de recherche ont signalé que les agents chélateurs qui forment des
liaisons ¢ avec les métaux, réduisent le potentiel redox, en stabilisant la forme oxydée des
ions métalliques, et sont considérés de ce fait efficaces comme antioxydants secondaires
(Gordon, 1990 ; Elmasta et al., 2006 ; Kumar et al., 2008)

La capacité de chélater les métaux de transition comme le fer est un mécanisme
important du pouvoir antioxydant d'un extrait (Manian et al., 2008). Ainsi, il a été
considéré comme important d'examiner la capacité des extraits d’U. dalechampii et de C.
ausralis a chélater le fer ferreux. Cette capacité a été évaluée selon la méthode décrite par
Le et al. (2007) dans laquelle la ferrozine forme un complexe stable et hautement coloré
(chromophore violet ayant un maximum d’absorbance a 562 nm) avec le fer ferreux « Fe
2* » libre (la ferrozine ne forme pas un complexe avec le Fe?* lié a d'autres chélateurs et
elle posséde une trés faible affinité vis & vis le fer ferrique « Fe 3* »). En présence d'agents
chélateurs, la formation de ce complexe est perturbée, diminuant ainsi ’intensité de la
couleur du complexe Fe 2*-ferrozine. La mesure (par spectrophotometre UV/ Visible) de
cette variation de couleur permet donc d'estimer l'activité chélatrice des composants
existants dans les extraits testés (Meir et al., 1995 ; Gulcin, 2012 ; EImasta et al., 2006).

Dans ce test, les extraits d'U. dalechampii et de C. australis et les molécules
antioxydantes standards (EDTA et quercetin) ont entravé la formation du complexe Fe?*-
ferrozine, suggérant qu'ils ont un pouvoir chélateur en capturant l'ion ferreux avant de

pouvoir former un complexe avec de la Ferrozine.

Le tableau XIV rapporte les valeurs de Clso obtenues avec I’EDTA, la quercetine et
les extraits d’U. dalechampii et de C. australis ainsi que les activités chélatrices exprimées
en mg d’équivalent d’EDTA / g de chaque extrait. Les profils de 1’activité chélatrice sont

représentés dans les figures 22 et 23.

.
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Tableau XIV. Activité chélatrice de 'EDTA, de la quercétine et des extraits d’U.
dalechampii et de C. australis

Plantes Extraits / Clso Activité chélatrice
standards
Mg/ mi mg d’équivalent
d’EDTA/g d’extrait
EDTA 7,00£0,13 (%)
Quercetine 0,57+0,01 12,20 +0,29
U. dalechampii UDHX 0,23 £0,00 29,83 £1,07
UDDM 1,29+ 0,11 542+0,41
UDME 0,54 + 0,02 12,84 + 0,68
C. australis CAHX 0,54 + 0,00 12,80 + 0,31
CADM 0,24 £0,18 29,02 £ 0,49
CAME 0,74 £ 0,03 9,38 +0,44
(*)ug/ml

L’effet chélateur du Fe " des extraits d’U. dalechampii et de C. australis et les

standards suit cet ordre :
EDTA > UDHX > quercetine = UDME > UDDM ;

EDTA > CADM > CAHX = quercetine > CAME.
En comparant 'UDHX avec la quercétine, cet extrait s’avere 2,47 fois plus actif,

tandis que 'UDDM s’avére 2,14 moins actif que la quercetine. L’effet chélateur de

I’UDME est statistiquement similaire a celui de la quercetine (P > 0,05).
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Figure 22: Activiteé chélatrice des extraits d’U. dalechampii (Chaque valeur représente la
moyenne de trois répétitions).

La présente étude montre que la capacité chélatrice du fer ferreux des extraits d’U.
dalechampii est bien corrélée au contenu en flavonoides totaux (R? = 0,9920, P < 0,001).
Ceci est logique étant donné que les flavonoides sont de bons chélateurs du fer ce qui est

un des mécanismes de leur activité antioxydante (Cillard et Cillard, 2006). Par contre une

.



Chapitre I1. Reésultats Et Discussion

corrélation trés faible et non significative (R2 =0,000817, p > 0,05) a été mise en évidence
entre les teneurs en composés phénoliques des extraits d’U. dalechampii et leurs pouvoirs
chélateurs. Une telle corrélation a été rapportée par Esmaeili et al. (2015) dans une étude
menée sur des extraits de trefle rouge (Trifolium pratense L.). Ces résultats suggérent que
les composés phénoliques ne sont pas les principaux chélateurs présents dans les extraits
de cette plante. Les tests phytochimiques de caractérisation révelent la présence de
mucilages dans la poudre d’U. dalechampii, ces métabolites peuvent contribuer a la

chélation des métaux de transition (Watanabe et al., 2008).

Selon Gulcin (2012), les composes avec des structures contenant deux ou plusieurs
des groupes fonctionnels suivants: -OH, -SH, -COOH, -POsHz, C = O, -NR>, -S- et -O-
dans une configuration structure-fonction favorable peut montrer une activité de chélation

des métaux.

Quant aux extraits de C. australis, CADM s’avere 2,36 fois plus actif, tandis que
CAME s’avere 1,3 moins actif que la quercetine. L’effet chélateur de CAHX est

statistiquement similaire a celui de la quercetine (P > 0,05).

Une corrélation significative a été obtenue entre le contenu phénolique total et les
capacités chélatrices des extraits de C. australis (R?=0,6890, P < 0,01), suggérant que les
composes phénoliques ont contribué considérablement a I'activité chélatrice des extraits de
C. australis (68,90 %). Une correlation similaire (R? = 0,685) a été obtenue par Benmedour
et son équipe (2013), entre le contenu en polyphénols et les extraits des différents cultivars
de date.

D’autre part, une corrélation trés faible et non significative (R2 =0,07115, p > 0,05)
a éte mise en évidence entre le pouvoir chélateur des extraits de C. ausralis et la teneur en
flavonoides totaux. D’aprés Zhao et al. (2006), de nombreux flavonoides, tels que les
chalcones prénélés et non prénylés et les flavanones trouvés dans la biére et le houblon ne

chélatent pas les ions de cuivre in vitro.

-
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Figure 23. Activité chélatrice des extraits d’U. dalechampiiet de C. australis (Chaque
valeur représente la moyenne de trois répetitions).
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11.3.4. Méthode FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La méthode de réduction de ferricyanure de potassium est souvent utilisée pour
évaluer le pouvoir réducteur des extraits de plantes (Zhang et al., 2011), ce pouvoir
réducteur total dépend de la quantité et de l'activité intrinseque des agents réducteurs
présents dans les extraits, qui est déterminée par leur capacité a réduire, in vitro, le Fe**en
Fe?* (Meir et al., 1995). En utilisant un spectrophotométre (700 nm), le Fe? * résultant
pourrait étre ensuite mesuré, l'augmentation de I'absorbance du mélange réactionnel refléte

une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Zhang et al., 2011).

La capacité des différents extraits d’U. dalechampii et de C. australis a réduire le
Fed*a été estimée. L’acide gallique a été utilisé comme standard (0 - 200 pg / ml) (figure
24), son pouvoir réducteur a été estimé a 100% a la concentration de 200 pg / ml (Lin et

al., 2011) ; les pouvoirs réducteurs des différents extraits ont été calculés (tableau XV).

Tableau XV. Pouvoirs réducteurs des extraits d’U. dalechampii et de C. australis

Absorbances Absorbances Pouvoirs
. a 700 nm FRAP (mg 4700 nm réducteurs
Plantes Extraits EAG /100 g) relatives
(2 mg/ ml) (200 pg / mi) (%)
UDHX 0,835+0,167 8,884 +2327 0,167 + 0,03 9,57 +0,01
V. .. UDDM 0,721+0,234 7,079+3,064 0,144 + 0,04 8,26+ 0,02
dalechampii
UDME 1,052+0,160 11,559+2220 0,210+ 0,03 12,05+0,01
CAHX 0,658+0,094 6,750+ 1,140 0,131+ 0,01 7,54 +1,07
C.australis CADM 0,707 +0,022 7,337+ 0,270 0,141 + 0,00 8,10 + 0,25
CAME 1,060+0,164 11605+1963 0,212+ 0,03 12,14+1,87

A 200 pg / ml, 'UDME a montré le pouvoir réducteur le plus puissant, ce qui était
significativement plus élevé que celui de I'UDDM et I'UDHX (P < 0,05). A la méme
concentration, CAME a montré le pouvoir de reduction le plus fort qui était statistiquement
plus élevé que celui de CADM et CAHX.

Une corrélation tres faible et non significative a été mise en évidence entre la teneur

en composé€s phénolique et en flavonoides et les pouvoirs réducteurs des extraits d’U.
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dalechampii (R? = 0,1027 et 0,09907 respectivement, P > 0,05) et des extraits de C.
australis (R? = 0,1499 et 0,1085, respectivement, P > 0,05). Cela indique la présence de
composés non phénoliques qui peuvent contribuer a la capacité antioxydante (Sikder et
al., 2010 ; Chellaram et al., 2014).
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Figure 24 : Pouvoir réducteur de I’acide gallique (les valeurs représentent la moyenne de
trois répétitions).

11.4. Activité antimicrobienne

Dans le présent travail nous avons utilisé la méthode des disques et la méthode de
dilution en milieu gélosé (contact direct) pour évaluer l’activité antimicrobienne des
extraits d'U. dalechampii et de C. australis. Cette activité a eté révélée sur six souches
bactériennes de référence (P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 43300, S. aureus
Mec A+ ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 14028 et A.
baumannii ATCC 19606), six souches bactériennes issue a partir des prelevements de
malade (Serratia marcescens, Morganella morganii, Staphylococcus epidermidis,
Chryseomonas luteola, et Streptococcus sp.) et cing souches fongiques (levures : Candida
albicans et Rhodotorula sp. et trois moisissures : Aspergillus niger, Rhisopus sp. et

Alternaria sp.)
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Dans nos conditions expérimentales, tous les extraits d’U. dalechampii n‘ont montré

aucun pouvoir antimicrobien pour la totalité des souches testées (tableau XV1).

Tableau XVI. Activité antimicrobienne des extraits d’U. dalechampii

Diametres des zones d'inhibition de la croissance (DZIC)
microbienne (mm)*

UDHX, UDDM et UDME (mg / ml, 10 pl/ disque) '?\A-\I-TEI):/
Souches
s00 250 125 60 30 15 M9/
S. aureus ATCC43300 - - - - - - 25
S. aureus Mec A+ ) i ) i ) i 28
ATCC25923
P. aeruginosa ATCC i i i i i i 24
27853
E. coli ATCC 25922 - - - - - - 25,60
S. typhimurium ATCC
14028 - - - - - - 2106
A. baumannii ATCC
19606 ] ' ] ' ] - 80
Stap_hylocpc_cus i i i i i i 13.33
epidermidis
Streptococcus sp. - - - - - - 20,95
Serratia marcescens - - - - - - 24,10
Morganellamorganii - - - - - - 11,19
Chryseomonas luteola - - - - - - 21,64
Candida albicans - - - - - - 15,16
Rhodotorula sp. - - - - - - 13,24

(*) Diametre du disque inclut ; (-) Pas d’inhibition de la croissance microbienne.

La raison probable de 1’absence de bio-activité des extraits de cette plante est la
présence des quantités insuffisantes des composés a activité antimicrobienne (Aneja et al. ,
2011).
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Garcia-Ruiz et son équipe (2008), ont noté que les plantes appartenant a la méme
famille devraient présenter des activités antimicrobiennes comparables car ces plantes
possédent des constituants actifs semblables. En effet, une étude menée par Kurdelas et ses
collegues (2010) sur l'activité antibactérienne des différents extraits de Baccharis darwinii
(Asteracées), révélait que I’extrait methanolique n'a montré aucune activité antibactérienne
(MIC > 1000 pg / ml), I’extrait etheropetrolique n'a montré qu'une activité marginale (MIC
> 1 000 pg / ml) et l'extrait dicloromethanique a montré une trés faible activité contre
seulement deux bactéries (MIC = 750 pg / ml) et une activité marginale ou nulle contre le
reste des bactéries testées. Nos résultats concordent également avec ceux d’autres travaux
précédents, qui ont signalé que certains extraits de plantes médicinales (appartenant a
différentes familles) n’ont montré aucune activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries a
Gram (+) et a Gram (-) (Ali-Shtayeh et al., 1998 ; Essawi et Srour, 2000 ; Karaman et al.,
2003; Guesmi et Boudabous, 2006).

Les extraits CAHX et CADM ont révélé un pouvoir antibactérien seulement contre
S. aureus et P. aeruginosa avec des DZIC estimé a 9 £ 0,3 et 8 £ 1,2 respectivement a la
concentration de 500 mg / ml. CAME exerce un effet inhibiteur non dose dépendant sur la
croissance bactérienne des souches S. aureus et P. aeruginosa avec des DZIC de 10,6 et

11,8 respectivement (a la concentration de 500 mg / ml) (tableau XVII).

Des résultats similaires ont été observés dans des études antérieures sur l'activité
antimicrobienne de différents extraits de plantes, qui montre que les extraits méthanoliques
possedent une activité plus élevée que les autres extraits (Askun et al., 2009 ; Tekwu et al.,
2012). Selon ces auteurs, ’activité des différents extraits peut dépendre des substances

étant extraites par chaque solvant et leur activités biologiques intrinséques.

Ahmad et ses collaborateurs (2012), ont rapportés que l'extrait méthanolique des
feuilles de C. australis a différentes concentrations a montré une activité antibactérienne
contre les souches : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). L'activité antibactérienne la plus forte a été observée contre la souche S.
aureus a une concentration de 200 mg / ml avec un DZIC de 10,5 £ 0,57 mm. Une zone
d'inhibition de 9,00 £ 1.00 mm a été obtenue contre la souche P. aeruginosa a la méme

concentration.

-
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Tableau XVII. Activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique de C. australis.

Diametres des zones d'inhibition de la croissance (DZIC) microbienne

(mm)*
Concentrations de CAME (mg / ml ; 10 pl / disque) 'A"A:I-TE;’:/
Souches
500 250 125 50 30 15 12?/
S. aureus ATCC
43300 106+£12 95+0,7 810,81 - - - 25
S. aureus Mec ) i ) ) i i 28
A+ ATCC25923
P. aeruginosa
ATCC 27853 11,8+0,4  10,440,11 9,83 +0,98 - - - 24
E. coli ATCC
25922 ] ] ] ] ] - 258
S.typhimuriumAT
CC 14028 - - - - - 2708
A. baumannii
ATCC 19606 ) ) ) ) ) - 2803
Stap_hylocgc_cus i ) i i ) ) 13.33
epidermidis
Streptococcus sp. - - - - - - 20,95
Serratia i i i i i i 24,10
marcescens
Morgane!!a i i i i i i 11.19
morganii
Chryseomonas i i i i i i 2164
luteola
Candida albicans - - - - - - 15,16
Rhodotorula sp. - - - - - - 13,24

Les valeurs des DZIC représentent la moyenne + écart type ; (*) Diamétre du disque inclut; (-) Pas

d’inhibition de la croissance microbienne.
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En utilisant la méthode des puits, Badoni et ces collegues (2010) ont signalé un
pouvoir antibactérien trés important de I'extrait éthanolique des fruits du C. australis a la
concentration de 100 mg / ml sur les trois souches S. aureus (DZIC = 18,2 mm), P.
aeruginosa(DZIC = 9,6 mm) et E. coli (DZIC = 19,4 mm).

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries & Gram (+)
par rapport aux Gram (-) (Ali-Shtayeh, 1998 ; Shan et al., 2007 ; Hayouni et al., 2007 ;
Dada-Adegbola et al., 2010). La résistance des bactéries a Gram (-) aux substances
antibactériennes réside dans la surface hydrophile de leur membrane externe qui est riche
en molécules lipopolysaccharidiques, présentant ainsi un obstacle ou une barriére qui
empéche la pénétration de nombreuses molécules a effet antibactérien. Cette résistance est
également liée a la présence des enzymes dans I'espace périplasmique qui sont capables de
détruire les molécules introduites de I'extérieur (Shan et al., 2007). Les bactéries a Gram
(+) sont dépourvues de telle structure, par conséquent, les substances antibactériennes
peuvent facilement détruire la paroi cellulaire bactérienne et la membrane cytoplasmique et
entrainer de ce fait une fuite du cytoplasme et sa coagulation (Shan et al., 2007 ; El Youbi
et al.,2010). Cependant, CAME n'a pas completement suivi la tendance décrite ci-dessus.
Bien qu'une bactérie a Gram (+) (S. aureus) soit plus sensible a cet extrait qu'une bactérie a
Gram (-) (P. aeruginosa), statistiquement, les activités inhibitrices de CAME contre P.
aeruginosa étaient similaire a celles exercées sur S. aureus (P > 0,05). Cela suggére qu'il
pourrait y avoir des substances anti-Gram (-) particulieres dans cet extrait (Shan et al.,
2007). Ce résultat est en accord avec plusieurs études antérieures (Omer et Elnima, 2003 ;
Badoni et al., 2010). Parekh et Chanda (2007) ont signalé que I'extrait méthanolique brut
de Woodfordia fruticosa contient certains constituants tels que les tanins ayant des
propriétés antibactériennes importantes, ce qui permet a I'extrait de surmonter la barriere

dans une paroi cellulaire a Gram (-) (Askun et al., 2009).

Généralement, les substances phénoliques exercent leurs effets antimicrobiens en
modifiant la structure et la fonction de la membrane cytoplasmique (Sikkema et al., 1995) ;
le nombre et la position des groupes hydroxyles sur le noyau phénol pourrait étre lié a leur
toxicité relative vis-a-vis les micro-organismes, l'augmentation du nombre des
groupements hydroxyles pourrait augmenter la toxicité de ces molécules (Cowan, 1999;
Falleh et al., 2008).

.
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L’analyse CLHP et les tests de caractérisation ont révélé la présence probable des
tanins, des flavonoides, des acides phénoliques, des saponines et des triterpénoides dans
CAME qui pourraient étre responsable de ses propriétés antibactériennes observées
(Essawi et Srour 2000 ; Kuki¢ et al., 2008 ; Ngameni et al., 2009 ; Hossain et al., 2013 ;
Makhloufiet al., 2014).

I1 convient de noter qu’il est difficile d'attribuer 'activité d'un extrait brut pour un
seul ou un composant particulier. En fait, L'efficacité optimale d'un extrait issu d’une
plante meédicinale peut ne pas étre due a un constituant actif principal mais a l'action
combinée de différents composés présents dans la plante (Essawi et Srour 2000 ; Cushnie
et Lamb, 2005 ; Ncube et al., 2008 ; Cavaret al.,2012;Imelouaneet al., 2012). En effet,
dans une étude menée par Yi et al. (2008), I’extrait de flavonoides préparé a partir de
I’épicarpe de Citri reticulatae (FEPCR) a montré un large spectre antimicrobien.
Cependant, les deux flavonoides (Tangeretin et Nobiletin) purifiés a partir de cet extrait ont

présenté une tres faible activité antimicrobienne.

Il est important de signaler que I’activité antimicrobienne est influencée par différents

facteurs :

1) Latechnique et le solvant d'extraction (Hayouni et al., 2007 ; Tekwu et al., 2012)

2) Le volume d'inoculum, la composition du milieu de culture, la température
d'incubation, le volume de 1’extrait déposé sur le disque (Rios et al., 1988 ; Rasooli
et al., 2008).

3) Les solvants de solubilisation tels que le DMSO peuvent diminuer I’activité
intrinséque de I’extrait testé de telle sorte que le résultat obtenu n'a qu'une valeur
relative (Balansard, 1990).

4) La nature de la matiere végétale et son origine (Tekwu et al., 2012).

5) La méthode utilisée pour évaluer I’activité : Plusieurs travaux publiés ont montré
que la methode des puits est la plus convenable pour évaluer l'activité des extraits
hydro-éthanoliques, organiques et aqueux que la méthode des disques (Pellecueret
al., 1976 ; Natarajan et al., 2005 ; Fazeli et al., 2007). Cela pourrait s'expliquer trés
probablement, par le fait que de plus grands volumes de I’extrait peuvent influencer
la croissance bactérienne, ce qui démontre que des volumes plus importants sont
probablement nécessaires (Essawi et Srour 2000) ; en plus, Hayouni et son équipe

(2007) ont signalé que la zone d'inhibition de croissance microbienne dépend de la
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capacité du composé (présent dans 1’extrait a tester) a diffuser de maniére uniforme
a travers la gélose.

6) pour évaluer le pouvoir antibactérien, seulement des tests in vitro sont appliqués.
Des lors, les plantes dont Il'activité est liée a une biotransformation in vivo ne

peuvent pas manifester d'activité in vitro (Balansard, 1990).

I1. Activité antifongique

L’activité antifongique a été révélée par 1’absence ou la présence de la croissance
mycelienne des souches testées. Dans nos conditions expérimentales, tous les extraits
organiques d’U. dalechampii et de C. australis ont été inactifs contre les trois souches
testées ; Rhizopus sp., Alternaria sp., et Aspergillus niger (TableuXVII1l). Ceci pourrait
étre expliqué par ’absence de substances a activité antifongique.

Tableau XVIII. Pourcentage d'inhibition de la croissance fongique par les entraits d’U.
dalechampiiet de C. australis.

Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne

U. dalechampii C. australis
Plantes
UDHX UDDM UDME CAHX CADM CAME
Scuches

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%)  (100%)

Rhizopussp. 0 0 0 0 0 0

Alternariasp. 0 0 0 0 0 0

Aspe_rgl [lus 0 0 0 0 0 0

niger

De nombreux travaux antérieurs ont rapporté [activité antioxydante et
antimicrobienne des épices et des plantes, néanmoins nos résultats sont difficilement
comparables avec ceux des travaux antérieurs en raison des différences existants dans :

e Les protocoles d’extraction adoptés (plus particulierement les solvants
d’extraction) ;
e Les méthodes de détermination des activitéset la différence des souches

microbiennes testées.
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11.5. Evaluation de la toxicité

En raison de leurs effets toxiques négligeables, les préparations naturelles issues de
plantes sont largement utilisées par la population algérienne. Cependant, il existe un
manque d’études toxicologique de ces composés naturels; pour cette raison, les
connaissances scientifiques a I'égard d'une étude de toxicité par voie orale sont essentielles,
ce qui permettra d’'une part de révéler les signes de toxicité possibles provoqués par
I’administration des substances étudiées et d’autre part de déterminer la dose qui pourrait

étre administrée (Das et al., 2015).
11.5.1. Test de toxicité aigue

Les animaux (rats femelles), répartis en 3 lots de 5 rats chacun, ont regu par voie
orale les extraits méthanolique d’U.dalechampii (UDME) et de C. australis (CAME) a
une dose unique ; les rats du groupe témoins regoivent seulement 1’eau physiologique (10
ml / kg) dans les mémes conditions. Une demi-heure aprés le gavage, 1’aspect extérieur, le
comportement ainsi que les fonctions telles que la respiration des animaux a été notés. Les
résultats ont montré que I’administration des extraits methanoliques d’U. dalechampiiet de
C. australis, n’a présenté aucun effet indésirable ; aucune mortalité (& des doses allant
jusqu'a 2000 mg / kg p.c) n'a été comptabilisée durant la période d’observation, cela
suggere que la DLsg des deux extraits est supérieure a 2000 mg / kg. Selon Buck et son
équipe (1976), les substances possédant une DLso supérieure a 50 mg / kg sont considérées

comme non toxiques (Awaad et al., 2011).

D’aprés le Systéme Général Harmonisé de classification et d’étiquetage des
produits chimiques (SGH) 2003, les extraits méthanoliques d’U. dalechampii et de C.

australis, administrés par voie orale, sont non toxiques chez les rats.
11.5.1. Effet des extraits sur les paramétres biochimiques

L’administration d’UDME et de CAME n’a pas induit des modifications
significatives des parameétres biochimiques des rats : glycémie, AST, ALT, phosphatase
alcaline et créatinine (tableau X1X), qui sont de bons indicateurs des fonctions hépatiques
et rénales, suggérant que l'administration orale et aigué de ces extraits n'a altéré les

hépatocytes et les reins ni le métabolisme normal de ces animaux (Diallo et al., 2010).

Tableau XIX. Effet d’UDME et de CAME sur les paramétres biochimiques des rats
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Groupe traités par Groupe traités

Parametres Groupe témoin I'UDME (2g / kg) par CAkI\SE (29 /
Urée (mg/dL) 27,24 £ 2,29 32,88 £2,72ns 31,14 +1,63 ns
Glucose (mg/ dL) 109,40 + 7,33 94 + 8,09 ns 105,35+ 5,56 ns
Créatinine (mg/ dL) 0,43 +£0,04 0,48 £ 0,01 ns 0,41 £ 0,09 ns
AST (U /L) 102,43 £ 3,19 108,80 £ 5,63 ns
ALT (U/L) 45,38 + 3,48 43,98 £ 2,75 ns 43,13+ 4,22 ns

Phosphatase alcaline 51651 41030 211,09+586ns 218,73 +27,16ns

(U/L)
Cholestérol (g /L) 0,47 £0,01 0,51+0,01 ns 0,54 +0,12 ns
Triglycéride (g/ L) 0,37 £0,05 0,39 £ 0,04 ns 0,4+0,01ns

Ns : differences non significative par rapport au groupe temoin (P > 0,05), les valeurs représentent les moyennes + SEM (n=5).

Une étude de toxicité aigué menée par Semwal et Semwal (2012) révele que les
extraits éthanoliques de I'écorce et les fruits de C. australis, administrés par voie orale aux
animaux expérimentaux, ne présentaient pas de Iétalité ou de signes de toxicité jusqu'a la
dose de 1000 mg / kg. Par contre, les animaux prétraités avec une dose de 2000 mg / kg,
p.o, ont montré une diminution de l'activité motrice et, par conséquent, la sédation. Pour
cette raison, la dose de 2000 mg / kg, p.o était considéré par ces auteurs comme une dose
toxique. On peut en partie expliquer de telles variations entre les résultats du présent travail
et ceux du Semwal et Semwal (2012) par les différences qui résident entre la structure
chimique des substances des différents organes. Ces différences peuvent affecter la
capacité des substances a perturber la structure et le fonctionnement d’un organisme
(Lapointe, 2004).
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11.5.2. Test de toxicité subaigu

Dans I'étude de toxicité subaigué, impliquant I'administration orale et quotidienne
pendant 28 jours d’"UDME et de CAME a des doses de 200 et 400 mg / kg, il n'y a pas eu
de déces ou de signe de toxicité externe et le comportement des animaux n'a pas présenté
de changement dans tous les groupes traités et dans le groupe témoin, confirmant ainsi

I'nypothése de la faible toxicité des deux extraits testés.
11.5.2.1. Effet sur le poids corporel et les poids des organes des rats

Les changements dans les poids corporel et des organes des animaux expérimentaux
constituent un indice clair des dommages causés par ’extrait administré (Traesel et al.,
2014). 1l a été rapporté que les animaux qui perdent 10 % du poids corporel initial
pourraient ne pas survivre, ce qui est une indication des effets secondaires indésirables de

la substance administrée (Adewale et al., 2016).

Dans le présent travail, le poids corporel des rats a été déterminé au 1%, 9™ 18°™° et
29°™ jour. Comme le montre le tableau XX., le poids corporel dans le groupe traité par
I’eau physiologique a montré une augmentation progressive pendant la période de
traitement jusqu'a (194,4 + 7,16) g de gain de poids. En revanche, I'administration
d’UDME (200 et 400 mg / kg / jour) et de CAME (200 et 400 mg/kg/jour) a montre
respectivement [(180,2 * 4,19) g et (179,6 + 8,20) g] et [(176,3 £5,78) g et (1844 *
6,07) g] de gain de poids.

Les résultats observés ont montré un gain tangible similaire a celui des rats du lot
témoin (P > 0,05). La différence non significative observée dans le poids corporel des rats
prétraités par UDME et CAME aux doses de 200 et 400 mg / kg / jour pendant 28 jours
peut indiquer que les animaux avaient une croissance saine en fonction de leur

consommation alimentaire, ainsi que les extraits d’U. dalechampiiet de C. australis.

104



Chapitre I1. Reésultats Et Discussion

Tableau XX. Effet I’ UDME et de CAME sur le poids corporel des rats (g)

Poids corporel
Groupes _
1" jour 9eme jour 18™€ jour 29°™€ jour

Témoin 177,6 + 8,57 184,6 + 8,81 187 + 8,10 1944 +7,16

UDME 200 mg/kg 166,6+ 510ns 172,2+ 4,30 ns 175+ 4,57 ns 180,2 +4,19 ns

UDME 400 mg/kg 1656 £9,51ns 169,2 £+7,85ns 1742+ 9,07ns  179,6 +8,20 ns

CAME 200mg/kg 163 * 5,39 ns 168,4 + 5,43 ns 172 +5,69 ns 176,3+5,78 ns

CAME 400mg/kg 1616+ 6,65ns 1782+ 588ns 177,8+6,28ns 1844 +6,07 ns

Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n=5) ; ns : différences non significatifs par rapport au groupe
témoin (P > 0,05),

11.5.2.2. Effet des extraits sur le poids relatif des organes

Il existe une treés grande possibilité que, lorsque des extraits a base de plantes sont
administrés, ils peuvent étre toxiques pour les organes comme le rein, le foie, la rate, le

ceeur et le cerveau (Adewale et al., 2016).

En général, les changements de poids des organes sont des indices de toxicité chez
les animaux qui sont facilement déterminés par des tests de toxicité, les modifications du
poids corporel des animaux traités, ainsi que des organes vitaux sont des indicateurs de la

toxicité d’une plante (Tarkang et al., 2012).

Comme indiqué dans le tableau XXI, le poids intact des organes prélevés (foie et
rein) a été converti en un poids relatif de 100 g de poids corporel. Le résultat a montré que
les extraits UDME et CAME aux doses de 200 et 400 mg / kg / j administré pendant 28
jours n'a pas d’effet significatif sur le poids du foie, du rein et du cceur par rapport au

groupe des rats témoins.

Sur la base des résultats obtenus des poids corporels, ainsi que de I'augmentation
non significative des poids des organes (reins, foie et cceur), on peut suggérer que CAME

et UDME sont des extraits non toxiques pour les rats.
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Tableau XXI. Effet des extraits méthanolique d’U. dalechampii et e C. australis sur les

poids relatifs des organes

Groupes Poids du foie Poids des reins Poids du cceur

Temoin 2,18 +0,22 0,26 £0,01 0,33+0,01
UDME 200 mg/kg/j 2,79 £ 0,22 ns 0,27 +£0,03ns 0,36 £0,02 ns
UDME 400 mg / kg /j 3,02 £ 0,19ns 0,31+ 0,02 ns 0,35 £0,01 ns
CAME 200 mg/kg/j 2,77 £ 0,24 ns 0,26 +£0,02 ns 0,36 £0,01 ns
CAME 400 mg/kg/j 3,13 £0,19 ns 0,30 = 0,00 ns 0,37 = 0,02 ns

Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n=5) ; ns : différences non significatives par rapport au
groupe témoin (P > 0,05).

11.5.2.3. Effet des extraits sur les parametres hématologiques

L'effet des extraits UDME et CAME sur les paramétres hématologiques a été

examiné & la fin du traitement (le 29°™ jour).

L'analyse hématologique est tres importante en raison du fait que le systéeme
hématopoiétique est I'un des cibles les plus sensibles aux composés toxiques et est un
indice important du statut physiologique et pathologique chez les animaux et I’étre humain

(Traesel et al., 2014 ; Das et al., 2015 ; Adewale et al., 2016).

Puisque l'administration de CAME et d’UDME n'a pas induit de modifications
significatives dans les parameétres hématologiques mesurés par rapport aux rats du groupe
témoins (tableau XXI1), ce qui implique que les extraits methanoliques d’U. dalechampii

et C .australis peuvent étre suggérée comme non toxique (Adewale et al., 2016).
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Tableau XXII. Effet des extraits UDME et CAME sur les paramétres hématologiques des

rats

Groupe traité

Groupe traité

Parametres Groupe témoins par UDME (400 par CAME (400
mg/ kg/J) mg/ kg/J)
Globules blancs (10%/L) 1,86 £0,23 3,26 £0,36 ns 3,06 £0,71 ns
Lymphocytes (10°/ L) 1,4 0,14 2,24 £ 0,26 ns 1,98 £ 0,44 ns
MID (10°/L) 0,14 0,02 0,24 = 0,05 ns 0,32 0,08 ns
Neutrophiles (10°/ L) 0,32 0,06 0,78 £0,16 ns 0,76 £ 0,20 ns
Globules rouges (102 /L) 7,09 £0,26 7,36 0,24 ns 6,26 +0,97 ns
Hémoglobine (g /dL) 14,34 £0,61 15,06 £0,41ns 12,4 +2,55ns
Hématocrite (%0) 44,16 +3,14 4582 £1,06ns 39,38 + 6,35ns
Volume 9'0(?E;a're moyen 6228 +090 62,4 £099ns 62,32 + 1,38 ns
Teneur corpusculaire en 20,14 +0,36 2042 +0,23ns 18,42 + 2,30 ns
hémoglobine (pg)
Corpusculaire moyenne en 324 +016 32,82 +045ns 294 + 3,28 ns
hémoglobine (g / dL)
Plaquettes (10°/ L) 464,6 +£ 30,19 548 £63,50ns 916 = 444,2ns
Volume plaquettaire moyen 5 45 ( g 774+014ns  7,7+0,13ns

(fL)

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5); ns : différences non significative par rapport au témoin (P >
0,05).

11.5.2.4. Effet des extraits sur les parametres biochimiques

L'administration orale des extraits UDME et CAME aux doses de 200 et 400 mg/kg
pendant 28 jours n’a pas montré de différences significatives des niveaux de glucose, de
créatinine, AST, ALT et de la phosphatase alcaline en comparaison avec le groupe témoin
(tableau XXIII), ces parameétres sanguins sont l'indice de fonction hépatique et rénale
(Das et al., 2015 ; Brondani, 2017). La phosphatase alcaline est le plus souvent mesuré
pour indiquer l'obstruction des voies biliaires (Adewale et al., 2016). Ce résultat pourrait
indiquer que U. dalechampii et C. australis peuvent contenir des composés possédants des

propriétés hépato-protectrices et un effet protecteur sur les reins (Adewale et al., 2016).
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L'activité hépato-protectrices pourrait étre justifiée par la composition chimique révélée par
CLHP ; puisque la rutine et la luteoline sont connues comme des substances protectectrices
du foie. De plus, l'acide caféique et l'apigénine se sont révélés avoir des effets
hépatoprotecteurs synergiques (Brondani et al., 2017). 1l est possible de supposer que les
tanins peuvent contribuer également a l'activité anti-hépatotoxique (Macakova et al.,
2014). Néanmoins, d'autres études sont nécessaires pour établir scientifiquement cet effet
spéculatif ’UDME et de CAME.

Tableau XXII1. Effets ’UDME et de CAME sur les parameétres biochimiques des rats.

Groupe traité par  Groupe traité par

Parametres Groupe témoins CAME (400 mg / UDME (400 mg /
kg p.o) kg p.o)
Glyceémie (mg/dL) 87,80 + 8,64 87,8+8,58ns 87+6,67 ns
Urée (mg/dL) 30,8 £5,80 35,8+ 5,76 ns 33,6 £6,18 ns
Creatinine (mg / dL) 0,792 £ 0,123 0,854 + 0,084 ns 0,88 £ 0,16 ns
AST (U/L) 67+14,15 80,6 + 38,53 ns 61,2+31,65ns
ALT (U/L) 84+ 23,44 101,52+42,77 ns 67,2+29,61ns

Phosphatase alcaline

(UIL) 174,62+20,41 185,34+50,64 ns 176,48+77,57ns

Les données sont exprimées en moyenne + S.D ; (n = 5) ; aspartateaminotransférase (AST), alanine
aminotransférase (ALT) ; ns= différences non significative en comparant avec le témoin (P > 0,05).

11.5.2.5. Histologie du foie et des reins des rats

L'analyse histologique du foie et des reins a été réalisée chez les rats du groupe
témoin ainsi que chez les rats traités par CAME et UDME administrés aux doses de 400
mg / kg pendant 28 jours. Comme représenté dans les figures 25 et 26, I’examen au
microscope optique des sections de foie et des reins a révélé une histologie normale des

organes et les tissus ont maintenu leur aspect histologique.
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Figure 25 : Photomicrographie de 1’ h1stologle du foie des rats (coupes en paraffine,
hématoxyline-éosine, x40).V.S : vaisseau sanguin ; E.D : espace de Diss ; N : noyau
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Figure 26 : Photomicrographie de I’histologie des reins des rats (coupes en paraffine,
hématoxyline-éosine, x40).G : glomérule de Malpighi ; T : Tubules ; N : Noyau ; E.B :
espace de Bowman.
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11.6. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
11.6.1. (Edéme de la patte induite par la carraghénane

L'activité inhibitrice des extraits methanoliquesd’U. dalechampiiet de C. australis
administrés par voie orale sur l'cedéme de la patte postéricure induite par la carraghénane
chez les rats est représentées dans le tableau XXIV, les résultats obtenus ont été comparés

a ceux du diclofénac (anti-inflammatoires non stéroidiens) et a ceux du lot témoin.

Dans le lot ou les rats ont recu de I'eau physiologique, I'injection de 100 pl de
carraghénane a 1 %, au niveau de la patte postérieure du rat, provoque une augmentation
significative de 1’épaisseur de la patte des animaux dans 1’heure qui suit cette injection
(2,98+ 0,42 mm), I'eedéme augmente progressivement et atteint 3,94 + 0,19 mm a 3h et
3,99£0,09mmabsh.

Tableau XXIV. Effet anti-inflammatoire du diclofénac et des extraits d’U. dalechampiiet
de C. australis contre 1'cedéme de la patte induit par la carraghénane chez les rats.
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Suite tableau XXVI.

Les valeurs sont la moyennes + écart-type (n = 5) ; ns : différence non significative par rapport au controle (P
>0,05) ; (a) : significativement différent par rapport au controle ; * P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P <(,001.

L'administration du diclofénac a la dose de 30 mg / kg prévient significativement la
formation de I’cedéme de la patte a tous les points de temps d'évaluation. Cette inhibition a
été estimeée a 37,54 %, 49,61 % et 43,10 % a 1 h, 3 h et 5 h respectivement apres 1’injection
de carraghénane. Ces résultats sont significativement différents de ceux du lot témoin.

L'administration d’UDME aux doses de 200 et 400 mg/kg prévient de facon
significative 1'ccdéme aigu de la patte de rat a 3 h et 5 h. En comparant avec le lot témoin,
I’analyse statistique des résultats montre que cet extrait n’a montré d’effet anti-
inflammatoire significatif a 1h (P > 0,05). Des résultats similaires ont été obtenus avec
CAME administré aux mémes doses (Tableau XXIV). L’inhibition de la formation de
I'cedéme d’UDME et de CAME a la dose de 400 mg / kg est statistiquement similaire que

celle obtenue avec le diclofenac a Sh apres I’induction de I’inflammation (figure 27).
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Figure 27. Activité anti-inflammatoire d’"UDME et de CAME a la dose de 400 mg / kg
chez les rats. Chaque valeur est la moyenne + SEM (n=5) ; ns : différence non
significative par rapport au diclofénac (P > 0,05).

L'injection de carraghénane dans la surface plantaire de la patte provoque une
réponse inflammatoire aigu€ conduisant a une phase diphasique de l'cedéme de la patte. La
premiére phase s’étend de 0 a 2,5 h apres I’induction de I’inflammation, cette phase se
caractérise par la libération concomitante de sérotonine, d'histamine et de kinines, alors que
la seconde phase qui s’étend de 2,5 a 6 h, est corrélée a 1'¢lévation de l'activité de la
cyclooxygénase-2 (COX2), des radicaux libres dérivés de I'oxygeéne, des prostaglandines
ainsi que l'infiltration et l'activation des neutrophiles au site inflammatoire (Pingsusaen et
al., 2015). Les effets anti-inflammatoires d’UDME et de CAME pourraient s'expliquer
d’une part par leurs pouvoirs antioxydants, notamment l'activité de piégeage du radical
DPPH qui était trés importantes (Awaad et al., 2011) et, d’autre part, peut raisonnablement
étre liee de I'inhibition d'une ou de plusieurs cascades de médiateurs pro-inflammatoires
(Pingsusaen et al., 2015 ; Saleem et al. 2015).

11.6.2. Pleurésie induite par la carraghénane

L'inflammation est la réponse a l'agression du corps par un agent pathogéne, un
allergéne, un composé toxique, une lésion tissulaire, etc. Il peut s'agir d'un phénoméne
général avec fievre et fatigue, ou un phénomene local avec douleur et cedeme (Latruffe,
2017). Elle se caracterise par la production de diverses molécules de signalisation actives,

telles que les amines vaso-actifs (histamine / sérotonine), les prostaglandines, les
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leucotriens, les kininogenes / kallikréines / kinines, les facteurs de complément, les
cytokines et les MMP (Matrix MetalloProteinases) / TIMP (Inhibiteurs de tissus De
MetalloProteinases) (Azab et al., 2016 ; Latruffe, 2017).

Le modele de pleurésie induite par la carragénane type lambda est largement utilisé
pour évaluer le recrutement des leucocytes (les neutrophiles en particulier) et la production
de médiateurs qui jouent un réle majeur dans lI'inflammation aigué (Luchese et al., 2012 ;
Matsui et al., 2015).

L'injection de carraghénane dans la cavité pleurale des rats conduit a une réponse
inflammatoire aigué qui se caractérise par l'infiltration et l'accumulation de liquide
(cedéme) qui contient une grande quantité de polynucléaires neutrophiles (Li et al., 2011).
Ce processus se produit par un meécanisme indirect qui implique l'activation des
macrophages et la libération des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa et IL-1p.
Ces derniers ont un réle crucial dans le contrdle de la migration cellulaire et de I'exsudation
(Frode et al., 2001 ; Batista etal., 2015).

Les neutrophiles jouent un rdle clé dans I'inflammation aigué et chronique; par
conséquent, l'identification de molécules qui empéchent son recrutement dans le site
inflammatoire pourrait aider a traiter les patients souffrant de maladies inflammatoires
(Matsui et al.,2015).

Aprés l'injection de Carraghénane dans la cavité pleurale des animaux, le nombre
de neutrophiles et de volume des exsudats a augmenté de 6,080 x 10% + 0,397 x 10°
cellules / rat et 0,965 + 0,022 ml respectivement. Cependant, le prétraitement avec UDME
aux doses de 200 et 400 mg / kg p.o. 60 min avant le carraghénane, réduit le volume des
exsudats a 0,633 + 0,243 ml et 0,679 = 0,210 ml, respectivement. Le nombre de
neutrophiles pleurales a également été considérablement réduit a 2,733 x 108 + 0,313x10°
cellules (UDME 200 mg / kg) et 1,440%x10° + 0,102x10° cellules (400 mg / kg) P < 0,05. 1l
est important de noter que I'effet anti-inflammatoire de I'UDME (400 mg / kg) était proche
de celui présenté par le diclofénac (10 mg / kg p.o.) I’anti-inflammatoire de référence
utilisé dans cette étude et qui a réduit le volume pleural a 0,723 £ 0,344 ml et aussi le
nombre de neutrophiles & 1,047 x 108 + 0,589 x 106,

Une étude réalisée par Goulart et al. (2007) ont montré que les extraits aqueux (10-

200 mg / kg) des feuilles et inflorescences de Solidago chilensis (Asteraceae) étaient
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efficaces pour inhiber la migration des neutrophiles causée par la carraghénane dans un
modéle aigu d'inflammation et I'activité anti-inflammatoire obtenue a la dose de 200 mg /
kg dans leur étude était plus élevee que celle obtenue pour les deux doses administrées

dans la présente étude.

L’analyse statistique des résultats obtenus montre que 1’administration préalable de
CAME a la dose de 200 mg a reduit significativement (P < 0,05) la migration des
neutrophiles & 2,410 x 10° + 0,465 x 108 cellules et le volume de I’exsudat & 0,725 + 0,245
ml. Dans nos conditions expérimentales, tous les liquides pleuraux des rats traités avec

CAME a la dose de 400 mg / kg ont été jetés car ils ont été contaminés par le sang.

11.6.2. (Edéme de I'oreille induit par le xyléne chez les rats

L'cedéme de l'oreille induit par le xyléne, est un modéle d’inflammation aigu, il a
été utilisé pour rechercher l'effet anti-cedémateux des extraits méthanoliques d’U.
dalechampii et de C. australis, cette méthode présente certains avantages pour tester les
extraits naturels et présente une bonne valeur prédictive pour la recherche d'agents anti-

inflammatoires (Lu et al., 2006)

Les rats du lot témoin ont recu localement 30 ul de xylene sur la face interne de
’oreille droite et ont développé aprés 2h un cedéme de 66,6 + 8,72um. Les rats prétraités
par voie orale avec le diclofénac a la dose de 10 mg / Kg) 30 min avant 1’induction de
I’cedéme a fortement inhibé (p < 0,001) ’cedéme de I’oreille comparé aux rats du lot
témoin, la différence de I’épaisseur de ’oreille avant et 2 h apres ’application du xyléne

etait de 10 * 4,48um, ce qui correspond a une inhibition de 84,45 % (figure28).

Le prétraitement par 200et 400 mg/Kg d’extrait methanolique des feuilles de C.
australis par voie orale a réduit de maniére significative I’inflammation par rapport aux
rats du groupe témoin, un cedéme de 28 + 7,36 um et 12,4 + 1,94 respectivement a été
observé et qui correspond a une inhibition de 58 et 81,24 % respectivement ; le pouvoir
anti-cedémateux de la dose 400 mg / kg de CAME était statistiquement similaire a celle du
diclofénac (p > 0,05).

L’extrait methanolique d’U. dalechampii aux doses 200 et 400 mg / kg
administrées oralement a également inhibé de maniére significative (P < 0,05) la formation

de l'eedéme et les taux d'inhibition étaient de 70,68 et 68,96 % respectivement.
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Figure 28 : Effet ’UDME et de CAME sur I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne chez
les rats. Les valeurs représentent les moyennes £ SEM (n = 6). ***: p <0,001, **:p <
0,01 significativement différent par rapport au témoin (eau physiologique).

L'application locale du xyléne pourrait induire la libération de substance P, cette
substance est capable de provoquer une inflammation neurogene comprenant une
extravasation plasmatique, la vasodilatation et 1'cedéme (Russo-Marie, 1998). L’effet
inhibiteur de l'ccdéme exercée par CAME et UDME peut étre due a la réduction de la
libération de la substance P ou a l'antagonisation de son action (Zhou et al., 2008). En
outre, les médiateurs inflammatoires comme la sérotonine, I'histamine, les prostaglandines
et la bradykinine peuvent induire un cedéme de l'oreille en favorisant la vasodilatation et
l'augmentation de la perméabilité vasculaire (Carlson, 1985 ; Zhang et al., 2008). UDME
et CAME peuvent interférer avec les actions de ces médiateurs pour produire une activite

anti-inflammation (Zhang et al., 2008).

L’analyse par CLHP réveéle la présence de la rutine et I’acide hydroxycafeique dans
I’UDME et CAME ; Furtado et son équipe (2016) ont constaté que 1’acide caféique et la
rutine réduisent de maniére significative (90% et 98% respectivement) I’cedéme de 1’oreille

induit par le xylene chez les souris.

Les teneurs appréciables en composés phénoliques et en flavonoides et la présence

probable (révélée par les test de caractérisation) des triterpénoides et des coumarines
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pourraient étre les constituants responsables de I'effet anti-inflammatoire observé chez
CAME et UDME (Semwal, etSemwal, 2012;Wu et al., 2010 ; Catarino et al., 2016).

11.7. Effet analgésique
11.7.1. Test du writhing

La méthode décrite par Carino-Cortés et al. (2010) a été utilisée pour évaluer 1’effet
analgésique non morphinique (Yougbaré-Ziébrou et al., 2015) des extraits
metnanoliquesd’U. dalechampii et de C. australis. Cette méthode consiste & induire une
action algogeéne par 1’administration a des rats de ’acide acétique (0,6 %), par voie

intrapéritonéale.

Malgré sa faible spécificité (Le bars et al., 2001), la méthode des contorsions
induites par l'acide acétique est un procédé sensible utilisé pour détecter I'effet analgésique
des extraits ou des composés qui semblent étre inactifs dans d'autres tests (Collier et al.,
1968 ; Nguemfo etal., 2007).

Dans nos conditions expérimentales, 1’injection de 1’acide acétique 0,6 % (10
ml/kg) par voie intra-péritonéale provoque une moyenne de 100 crampes chez les rats du
lot t¢émoin. L’'UDME et CAME ont fortement inhibé (P < 0,001) la réponse a la contorsion
induite par l'acide acétique a 200 mg / kg (68,4%, 72,20% respectivement) et a 400 mg / kg
(80,6%, 86 % respectivement); 1’effet analgésique de la dose 200 mg/kg des deux extraits
était comparable a celui de 1’aspirine (66,5%) P > 0,05 (Figure 29).
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Figure 29 : Pouvoir analgésique de I'UDME et de CAME sur les contorsions induites par
I'acide acétique. Les valeurs représentent les moyennes + SEM (n = 6); *** P < 0,001
significativement différent par rapport au témoin (eau physiologique) ; ASA: acide
acétylsalicylique.

La protection significative contre les contorsions des deux doses de l'extrait
méthanolique d’U. dalechampii était supérieure a celle trouvée par Asongalem et al.
(2004) qui ont obtenu des taux d'inhibition de 29,41% (200 mg / kg) et 44,72% (400 mg /

kg) aprés I’administration de l'extrait aqueux de 1'espece Erigeronfloribundus (Asteraceae).

Les résultats de l'activité analgésique de C. australis menée par Semwal et Semwal
(2012) ont montré que tous les échantillons (extraits éthanoliques de I'écorce et du fruit)
présentaient une activité significative. Les extraits ont été administré par voie orale en trois
concentrations différentes de 100, 250 et 500 mg / kg. Individuellement, I'extrait d'écorce
et I'extrait des fruits présentaient une activité analgésique avec un pourcentage de
protection estimé a 46,78 % et 41,31 % respectivement a la dose de 250 mg / kg et 59,28
% et 63,22 % respectivement a la dose de 500 mg / kg.

Il a été suggeré que l'irritation locale induite par une injection intrapéritonéale
d'acide acétique entraine une augmentation des taux de produits de cyclooxygénase (COX)
et de lipoxigalase (LOX) dans les liquides pleuraux, ainsi que la libération d'une variété de

médiateurs tels que les prostaglandines (PGE2a, PGF2a), la substance P, les bradykinines,
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la sérotonine, I’histamine (Ouédraogo et al., 2012), I’acétylcholine (Riahi et al., 2012) les
cytokines pro-inflammatoires comme IL-1, IL-6, IL-8 et TNFa. Ces substances stimulent
les nocicepteurs aux stimuli douloureux qui participent au développement de ce type de
douleur inflammatoire qui est sensible aux anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
(Pinheiro etal., 2011 ; Ferreira et al., 2013).

L'activité anti-nociceptive des deux extraits pourrait étre lié a au blocage de I'effet
ou a I’inhibition de la libération des médiateurs chimiques impliquées dans la réaction
inflammatoire et dans la genése de la nociception (Vane, 1971 ; Riahi et al., 2012 ;
Ouédraogo et al., 2012 ; Rauf et al., 2014 ; Yougbaré-Ziébrou et al., 2015).

Les activités anti-inflammatoire et analgésique d’UDME et de CAME peuvent étre
justifiées par la composition chimique révélée par les tests de caractérisation et par CLHP.
Le tableau XXVillustre les effets anti-inflammatoires et analgésiques de certains

métabolites secondaires probablement présents dans les deux plantes.

Tableau XXV. Activité anti-inflammatoires et analgésiques de certains métabolites
secondaires

Métabolites Principaux effets sur I'inflammation Références
e Réduction significative des taux de cytokines; (Azabetal.,
Polyphénols P’inhibition de I’activité de COX-2, 5-LOX et PLA2, 2016)

INOS, NF«B et STAT.
e Atténuation de l'cedéme des pattes.

] ) ] ) (Azabetal.,
Acides e Réduction des niveaux de la protéine réactive C (CRP) et 2016)
phénolique d’IL-6;
e inhibition de NF-xB.
e Possédent des activités anti-inflammatoire et anti-
nociceptive. (Dongmo et al.,
e possédant une activité inhibitrice puissante in vitro sur le 2005 ; Park,
facteur de transcription NF-kB. etal., 2008 ;
_ e diminution de la production de TNFa dans des modéles Akkoletal,,
Flavonoides cellulaires d'inflammation. 2009 ; Shlmosa-kl,
e Réduction des niveaux de la protéine réactive C (CRP) et etal., 2011);
PIL-6: Sengar et al.
e inhibition de NF-xB 2014, Azab et
' al., 2016)

e Inhibition des activités de cyclooxygenase et de
lipoxygénase
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Suite tableau XXV.
Métabolites

Apigenine

Rutine

5,7dimethoxyflavone

Tanins

Coumarines

Alcaloides et
Terpenoide

Saponines

Principaux effets sur I'inflammation

Réduction des niveaux d’IL-1, d’IL-6,
TNFa, de NO et de PGs;

Inhibition de I’activité de COX-2, d’
iNOS et de NF-xB

Inhibition de la translocation nucléaire
de la NF-xB et de la liaison NF-kB /
ADN

L'activité anti-inflammatoire in vivo a
été associée a l'inhibition de la
biosynthése de prostaglandines.
L'activité anti-inflammatoire est I'un des
effets importants des tanins

inhibentin vitro l'activation de NF-xB
(empéchent la dégradation de la protéine
inhibitrice de NF-kB 1-KBo) et la
production d'IL-8 dans des cellules
monocytaires humaines (U937)
stimulées par le myristate acétate de
phorbol ou le TNF-q.

réduction de la formation d'exsudats
pleuraux ;

diminution du nombre total de cellules
inflammatoires et 1’infiltration de
leucocytes polymorphonucléaires
réduction de la libération du TNF-a,
IL-1B, MIP-2 et IL-8.

inhibition de la translocation nucléaire
de NF-xB dans les cellules
inflammatoires collectées a partir
d'exsudats pleuraux.

Effets anti-inflammatoires et
analgesiques.

Réduction des niveaux de TNFa et
d'autres cytokines;

Inhibition de I’activité de PLA2
Inhibition de I'expression de la protéine
iNOS,

Diminution de I'expression de la
protéine COX-2

Suppression de I'expression des
protéines INOS et COX-2 dans les
cellules RAW264.7 stimulées par
lipopolysaccharide (LPS).

Références

(Azab et al., 2016)

(Park et al., 2008)

(Panthong et al.,
1994)

(Macékova et al.,
2014)

(Lietal., 2011)

(Azab et al., 2016)

(Wu et al., 2016)
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11.7.2. Test au formaldéhyde

Le protocole décrit par Adebiyi et son équipe (2006) a été suivi pour reéaliser ce test.
D’apres ces auteurs, apres I’injection de 20ul d’une solution de formaldéhyde (1%), un
Iéchage de la patte injectée a été observé ; selon une autre équipe de recherche (Sudo et al.,
2015) un léchage et des morsures de la patte injectée a été rapporté comme sensation de
douleur. Cependant, dans nos conditions expérimentales, aucune réponses citées par ces
auteurs n’a été observées, 1’injection du formaldéhyde a induit des démangeaisons chez les
rats de tous les groupes (témoin et traités). Pour autant que nous sachions, aucune

publication n’a signalé cette réponse comme sensation de douleur.

11.8. Activité antipyrétique

L'activité antipyrétique des extraits UDME et CAME a été criblée chez des rats en

utilisant la méthode de I'hyperpyrexie induite par la levure de biere.

L'effet des extraits methanolique d’U. dalechampii, de C.australis et du
paracétamol sur la pyrexie induite par la levure de biére est présenté dans le tableau XXVI.
Les résultats ont montré que la température rectale était nettement élevée pour tous les
groupes 19h aprés l'injection de levure. Le paracétamol a la dose de 150 mg / kg a réduit de
facon significative I'nyperthermie a tous les points de temps par rapport au groupe des
animaux témoins, alors que I’'UDME et CAME administré par voie orale aux doses de 200
et 400 mg / kg n'ont pas réussi a exercer cet effet.

La pyréxie induite par l'injection sous-cutanée de suspension de levure est produite
par activation de pyrogéne endogeéne et par la sécrétion subséquente de médiateurs pro-
inflammatoires (Cytokines comme IL-1 et TNFa) ;ces médiateurs vont finalement agir sur
I'nypothalamus et induisent la biosynthése de la prostaglandine E2 (PGE2) dans la zone
préoptique des centres thermorégulateurs de I'hypothalamus antérieur et conduit a stimuler
I'nypothalamus pour augmenter la température corporelle (Milton, 1994 ; Saper et al.,
1994 ; Pingsusaen et al.; 2015).

L'activité antipyrétique est généralement considérée comme une caractéristique de
médicaments ou de composés qui ont un effet inhibiteur sur la synthese ou la libération de
prostaglandines (Habib et Waheed, 2013).
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Tableau XXVI. Effet des extraits UDME et CAME et le paracétamol sur I’hyperthermie

induite par la levure de biére chez les rats.

Traitement

TO (Avant

Températures Rectales (T °C)

!/ k P’injection 19 h Apres
Mg’ xg dle " P’injection 20 h 21h 22 h 23 h 24 h
de la levure
levure)
E.P 36,54+011 3850+003 3932+009 3888+012 39,08+0,15 38,76+0,12 38,92 +0,15
37,38+0,09
Praiso 3680008 38681006 70011 37841063 37,6012 37,76 0,16
*x * %k
U200 36304010 3878+010 3888008 3852:006 384+006 3878008 38,60:0,07
ns ns ns ns ns
U400  3640+016 38331006 J866%014 3888:000 3864000 3868£002 38,86+ 0,09
ns ns ns ns ns
38,5240,5  38,06+0,23
C 200 36,42+0,15  38.26+0,10  38,61+0,34 38,5620,22  38,03%0,13
ns ns
ns ns
C400  3638:018 3830406 38924012 38’7?50'20 38'5f]§0’08 38’0550'3 38’7‘:]“3:0'06

Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 6). *: p < 0,05, **: p< 0,01, indique une différence statistiquement
significatives par rapport au groupe contréle ;ns: différences non significative ;Pra: paracétamol, E.P : eau physiologique ;
U :UDME ; C :CAME.

L'effet antipyrétique du paracétamol résulte de [l'inhibition de l'activité de la

cyclooxygénase-2 pour diminuer la température corporelle en inhibant la biosynthese de la
PGEZ2 dans I'hnypothalamus (AshokKumar etal., 2011 ; Muhammad et al.; 2013).

Dans ce travail, nous avons montré et pour la premiére fois que ’'UDME et CAME

ne pouvaient pas réduire I'hyperthermie induite par la levure de biere, ce résultat conduit a
une hypothese selon laquelle ces extraits pourraient ne pas étre capable de traverser la
barriere hémato-encéphalique pour exercer un effet antipyrétique central (Pingsusaen et al.
2015). Ces résultats sont en concordance avec plusieurs travaux précédents ; Awaad et ses
colléegues (2011) ont évalué I’activité antipyretique des extraits éthanoliques totaux de
AlhagimaurorumMedic., Conyzadioscoridis(L.)Desf.,Convolvulus

cing  plantes:

fatmensisG.Kunze., Diplotaxisacris(Forssk) BoissetOriganumsyriacum (L.) appartenant a
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différentes familles ; chaque extrait a été administré en trois doses : 250, 500 et 1000 mg /
kg par voie orale ; ces auteurs ont constaté qu’aucun des extraits testés n'a montré d'activité
antipyrétique comparable a celle du médicament de référence utilisé (diclofenac). Dans une
autre étude menée par Pingsusaen et son équipe (2015) sur I’activité antipyrétique de
I’extrait éthanolique de Stahlianthusinvolucratusadministré par voie orale aux doses de 75,
150 et 300 mg / kg ; ces auteurs ont signalé que toutes les doses testées de cet extrait n'ont

pas réussi a réduire I'nyperthermie induite par la levure de biere.
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Conclusion

L'utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle reste une pratique majeure du
systeme de soins de la santé en Algérie, L'évaluation des effets toxicologique et les
activités biologique des extraits préparés a partir des plantes est indispensable afin de
garantir leur efficacité et leur sécurité. Le présent travail avait pour but I’évaluation de la
toxicité et les activités biologiques des extraits organiques d’U. dalechampii et de C.
australis. A la lumiére des résultats obtenus, les extraits des deux plantes semblent
présenter un intérét potentiel estimé par des activités qui ont été réalisés in vitro et in vivo.

Un criblage phytochimique de principales familles de métabolites secondaires a été
effectué. La nature des composants chimiques mis en évidence dans le matériel végetal des
deux plantes laisse prévoir des activités biologiques importantes. Il s’agit principalement
de flavonoides, de tanins, des saponosides, des triterpenes et des steroides. L’'U.
dalechampii contient en plus de ces métabolites les coumarines, les alcaloides et les
mucilages.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins
condensés par spectrophotomeétre UV-Visible montre que les extraits methanoliques d’U.
dalechampii et de C. australis accusent les teneurs les plus élevées en ces métabolites.

L’analyse qualitative par CLHP menée sur les extraits dicloromethaniques et
methanoliques des deux especes a permis de mettre en évidence la présence des acides
phénolique tels que I’acide hydroxycaféique et procatehiques, cing flavonoides : la rutine
la lutéoline, 1’apigenine, la ladaneine et le 7 methoxy 5 hydroxy flavonone, ces substances
possédent des effets biologiques divers. Les résultats de la CG / SM révele la présence,
dans I’'UDHX, des acides gras insaturés : a linolénique (9,23 %) et linoléique (16,55%), ce
qui pourrait conférer a cet extrait des effets hypocholestérolémiants et anti-athérogénes et
pourrait limiter I’incidence des maladies vasculaires.

L’estimation de I’activité antioxydantes des extraits des deux plantes a été réalisée par
le biais de différentes méthodes a savoir : pouvoir piégeur vis-a-vis du radical DPPH « in
vitro et in vivo », effet anti-lipoperoxydant, activité chélatrice du fer ferreux, pouvoir
réducteur des ions ferriques. D’apres les résultats obtenus, nous avons constaté que les
extraits methanoliques des deux plantes expriment les pouvoirs piégeurs du radical DPPH
les plus puissants. De méme ils ont montré des pouvoirs de réduction du fer ferrique les

plus forts. Dans le test du blanchissement du -carotene, tous les extraits des deux plantes
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inhibent d’une maniére trés significative I’oxydation du B caroténe, ce qui implique que ces
extraits peuvent étre considérés comme des antioxydants primaires. Les résultats de
I’activité chelatrice du fer ferreux démontre que 1’extrait hexanique d’U. dalechampii et
dicloromethanique de C. australis possédent un pouvoir chélateur supérieur a celui de la
quercetine. D’autre part, aucune amélioration significative de la capacité antioxydante
plasmatique vis-a-vis du radical DPPH n’a été constatée apres 1’administration journaliére
pendant 28 jours des extraits méthanoliques des deux plantes a la dose de 200 et 400 mg /
kg.

Des corrélations positives et significatives ont été obtenues entre la teneur en composés
phénoliques totaux d’U. dalechampii et de C. australis et les capacités antioxydantes
évaluées par la méthode DPPH et le test de blanchissement de - caroténe ; d’autre part des
coefficients de corrélation positive et significative ont été observés entre les capacités
chélatrices du fer ferreux et les teneurs en flavonoides suggérant que les polyphénols et les
flavonoides participent significativement a 1’activité antioxydante. Cependant, une
corrélation tres faible et non significative a été mise en évidence entre le contenu
phénolique et flavonique des extraits des deux plantes et la méthode FRAP, ce qui
implique que d’autres composés non phénoliques exercent cette activité.

Le pouvoir antimicrobien a été évalué sur 1lsouches bactériennes et 2 souches
levuriennes par la méthode des disques et sur 3 souches de champignons par la méthode de
contact direct. Les résultats obtenus ont montré que tous les extraits d’U. dalechampii ont
été inactifs contre toutes les souches testées, tandis que I’extrait methanolique de C.
australis a présenté une activité antibactérienne contre S. aureus et P. aeruginosa

seulement.

Les résultats de 1’¢évaluation de la toxicité aiglie et subaiglie montrent que
I’administration des extraits UDME et CAME ne provoquent aucune toxicité apparente
chez les rats. Aucun cas de mortalité, ni des signes de toxicité n'ont été observés chez les
animaux traités quotidiennement aux extraits aux doses de 200 et 400 mg / kg pendant 28
jours. Les parameétres biochimiques et hématologiques n'ont révélé aucun changement
significatif. En plus, I'examen histologique des organes internes (reins et foie) des rats a
révélé une histologie normale des organes et les tissus ont maintenu leur aspect
physiologique, tant dans le groupe témoin gque dans les groupes traités par les deux extraits.

L'administration d’'UDME et de CAME aux doses de 200 et 400 mg / kg prévient de

fagon significative I'eedéme aigu de la patte de rat a 3 h et a 5 h apres I’induction de
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I’inflammation par la carraghénane ; I’inhibition de la formation de 1'eedéme d’'UDME et
de CAME a la dose de 400 mg / kg est statistiquement similaire que celle obtenue avec le
diclofenac a 5 h. La migration des neutrophiles dans la cavité pleurale a été
significativement réduite aprés l’administration des deux doses d’UDME. De méme,
I’administration par voie orale d’UDME ou de CAME montre une inhibition significative
de I’cedéme de 1’oreille induit par le xyléne chez les rats. L’effet de CAME a la dose de

400 mg est comparable a celui du diclofenac, I’anti-inflammatoire de référence utilise.

Les résultats de l'effet analgésique révélent que les deux doses utilisées des deux
extraits ont fortement inhibé la réponse a la contorsion induite par 'acide acétique. L’effet
analgésique de la dose 200 mg/kg d’UDME et de CAME a été comparable a celui de
I’aspirine. L'activité antipyrétique a été investiguée, les résultats montrent que les deux
doses des deux extraits ne semblent pas avoir une telle activité.

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail de these confirme la pertinence des
remedes traditionnels dans le soulagement de nombreuses maladies. Ces résultats sont
intéressants, mais il serait important de poursuivre les investigations par d'autres études
complémentaires et approfondies en se focalisant sur les extraits méthanoliques des deux
plantes afin d’isoler et identifier les principes actifs responsables des effets biologiques
observeés. Des études expérimentales détaillées de la toxicité chronique sont requises pour
soutenir d’avantage ces plantes afin de mettre a la disposition des populations des plantes

qui pourraient étre un alternatif des médicaments synthétiques.
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Résumé

Le but du présent travail est d’évaluer les activités biologiques des extraits organiques d’Urospermum
dalechampii (L.) Scop. ex F.W.Schmidt (Asteracées) et de Celtis australis (L.) (Cannabacées). Les extraits
organiques ont été obtenus par macération en utilisant des solvants de polarité croissante. L’estimation
quantitative des composés phénoliques totaux (méthode de Folin-Ciocalteu), des flavonoides (méthodes au
trichlorure d’aluminium) et des tanins condensés (méthode de Vanilline-HCI) a montré que les extraits
méthanoliques des deux plantes sont les plus riches en ces métabolites avec des teneurs respectives de (154,91
ng EAG/mg ; 29,96 pg EQ/mg et 09,65 pg EC/mg d’extrait) pour 1’U. dalechampii et (158,82 pug EAG/mg ;
33,76 pg EQ/mg et 19,62 pg EC/mg d’extrait) pour C. australis. Les résultats de 1’analyse qualitative et
quantitative par CLHP affirment la richesse des extraits des deux plantes en composés phénoliques comme les
flavonoides (la rutine, la luteoline, I’apigenine, la ladaneine et le 7 methoxy 5 hydroxy flavonone) et les acides
phénoliques (I’acide hydroxycafé€ique et procatechiques), ces métabolites secondaires pourraient conférer aux
deux plantes des propriétés thérapeutiques importantes. Les résultats de la CG/SM révéle la présence, dans
I’UDHX, des acides gras insaturés : o linolénique (9,23 %) et linoléique (16,55%), ce qui pourrait conférer a cet
extrait des effets hypocholestérolémiants et anti-athérogénes et pourrait limiter 1’incidence des maladies
vasculaires.

Lors de I’évaluation de I’activité antioxydante, nous avons constaté que les extraits methanoliques d’U.
dalechampii (UDME) et de C. australis (CAME) expriment les pouvoirs piégeurs du radical DPPH les plus
puissants avec des CI50 estimées a (45,42 pg/ml et 65,336 pg/ml respectivement). De méme ces mémes extraits
ont montré des pouvoirs de réduction du fer ferrique les plus forts. Dans le test du blanchissement du p-caroténe,
tous les extraits des deux plantes ont inhibé significativement 1’oxydation du B-caroténe, ce qui suggere qu’ils
peuvent étre considérés comme des antioxydants primaires. Le test de la capacité chélatrice des ions ferreux a
montré que les extraits UDHX et CADM sont de bons chélateurs avec des activités de 1’ordre de 29,83 et 29,02
mg E-EDTA/g d’extrait respectivement, une telle activité est supérieure a celle de la quercétine (12,20 mg E-
EDTA/g). Cependant, I’administration journaliére par voie orale d’"UDME et de CAME (200 et 400 mg/kg/jour)
pendant 28 jours, n’a pas entrainé une amélioration significative de la capacité antioxydante plasmatique vis-a-
vis du radical DPPH.

Le pouvoir antimicrobien des différents extraits d'U. dalechampii et de C.australis a été recherché sur
11 souches bactériennes et 2 souches levuriennes en utilisant la méthode des disques et sur 3 souches de
champignons par la méthode de contact direct. L’extrait methanolique de C.australis a présenté une activité
antibactérienne contre S. aureus (DZIC = 10,6 mm) a la concentration de 500 mg/ml et contre P. aeruginosa
(DZIC = 11,8 mm) a la méme concentration, tandis que tous les extraits d’U. dalechampii se sont révélés inactifs
vis-a-vis de toutes les souches microbiennes testées.

Le test préliminaire de toxicité aigué, par voie orale, chez les rats Albinos Wistars a révélé que
I’administration d’UDME et de CAME n'a montré aucune mortalit¢ ou de signe de toxicité, en plus, aucun
changement significatif dans les paramétres biochimiques chez les rats n’a été constaté, ce qui suggére que la
DL50 est supérieur & 2000 mg/kg. Pour la toxicité subaigué, 1’administration journaliére, par voie orale,
d'UDME et de CAME aux doses de 200 et 400 mg/kg /j toutes les 24 h pendant 28 jours n’a induit aucune
variation significative du poids du corps et des organes entre le groupe témoin et les groupes traités ; les

parametres biochimiques et I'analyse hématologique n'ont révélé aucun effet toxique. L’examen au microscope



optique des sections de foie et des reins des rats prétraités a révélé une histologie normale des organes et les
tissus ont maintenu leur aspect physiologique. In vivo, L'administration d’"UDME et de CAME aux doses de 200
et 400 mg/kg prévient de facon significative 1'cedéme aigu de la patte de rat a 3 h et a 5 h apres ’induction de
I’inflammation par la carraghénane ; I’inhibition de la formation de l'cedéeme d’UDME et de CAME a la dose de
400 mg/kg est statistiquement similaire a celle obtenue avec le diclofenac a 5 h aprés I’induction de
I’inflammation.

Lors du test de la pleurésie induite par la carraghénane, le nombre de neutrophiles dans la cavité
pleurale des rats été considérablement et significativement réduit aprés I’administration d”UDME (200 mg/kg et
400 mg/kg). Dans le test d’inhibition du développement de 1’eedéme de ’oreille induit par le xyléne chez les rats
a permet de constater que le traitement avec les deux doses des extraits administrés oralement a 200 et 400
mg/kg présente une inhibition significative de la formation de 1'cedéme. L’activité anti-cedémateuse de CAME a
la dose de 400 mg/kg (81, 24 %) était similaire a celle de diclofénac, anti-inflammatoire de référence utilisé (p >
0,05). Ces mémes extraits administrés par voie orale aux doses de 200 et 400 mg/kg ont diminué
significativement les contractions abdominales produites par I’injection de 1’acide acétique chez les rats; 1’effet
analgésique de la dose de 200 mg/kg d’UDME (68,4%) et de CAME (72,20%) était similaire a celui de
1’ Aspirine (66,5%) P > 0,05. Dans nos conditions expérimentales, les extraits méthanoliques des deux plantes ne

semble pas avoir une activité antipyrétique.

Mots clés : Urospermum dalechampii, Celtis australis, extraits organiques, UDME, CAME, composés

phénoliques, toxicité aigue et subaigie, activités biologiques, CLHP, CG/SM.



Abstract

The aim of this work is to evaluate the biological activities of the organic extracts of Urospermumdalechampii (L.)
Scop.exF.W.Schmidt (Asteraceae) and Celtis australis (L.) (Cannabaceae). The extracts were obtained by maceration
using solvents of increasing polarity. The quantitative estimation of total phenolic compound (Folin-Ciocalteu method),
flavonoids (aluminum trichloride methods) and condensed tannins (Vanilline - HCI method) shows that the methanolic
extracts of the two plants contains the highest amounts of these metabolites with concentrations of (154.91 ug EAG /
mg, 29.96 ug EQ / mg and 09.65 ug EC / mg of extract) for the U. dalechampii and (158.82 ug EAG / mg; 33.76 ug EQ
/ mg and 19.62 pug EC / mg extract) for C. australis. The results of the qualitative analysis by HPLC confirm the richness
of the extracts of the two plants in polyphenolic substances such as flavonoids (rutin,luteolin, apigenin, ladaneine, and
methoxy 5-hydroxy flavonone) and phenolic acids hydroxycafeic and procatechic acid). These secondary metabolites
could give the two plants important therapeutic properties. The results of the GC / MS revealed the presence, in the
UDHX, of unsaturated fatty acids: o linolenic acid (9.23%) and linoleic acid (16.55%), which could give this extract
hypocholesterolemic and antiatherogenic and may limit the incidence of vascular disease. After the evaluation of the
antioxidant activity by several methods,we found that the methanolic extracts of U.dalechampii (UDME) and C.
australis (CAME) express the most powerful scavenging powers of the DPPH radical with ICso estimated at (45.422
pg/ml et 65.336 pg / ml respectively). In addition, these same extracts showed the strongest ferric iron reduction
capacities. In the B-carotene bleaching test, all extracts from both plants significantly inhibited the oxidation of p-
carotene, which suggests that they can be considered as primary antioxidants. The chelating capacity test of ferrous ions
showed that the UDHX and CADM extracts are good chelators with activities of the order of 29.835 and 29.020 mg E-
EDTA / g of extract respectively, such activity is greater than that of quercetin (12.20 mg E-EDTA / g extract).However,
daily oral administration of UDME and CAME (200 and 400 mg / kg / day) for 28 days did not cause a significant
improvement in plasma antioxidant capacity against the DPPH radical. The antimicrobial power of the various extracts
of U. dalechampii and C. australis was tested on 11 bacterial strains and 2 yeast strains using the disk method and on 3
strains of fungi by the direct contact method. The methanolic extract of C. australis showed antibacterial activity against
S. aureus (DZIC = 10 mm), at the dose of 500 mg / ml and against P. aeruginosa (DZIC = 11,6 mm), at the dose of 500
mg / ml, while all extracts of U. dalechampii were found to be inactive against all tested microbial strains. The
preliminary acute oral toxicity test revealed that the administration of methanolic extracts of U. dalechampii and C.
australis showed no mortality or significant change in biochemical parameters of rats,which suggest that the LDso was
greater than 2000 mg / kg. For sub-acute toxicity, daily administration of UDME and CAME at doses of 200 and 400 mg
/ kg / day every 24 hours orally for 28 days did not cause any significant changes in body and organ weight between the
control group and the treated groups. Hematological analysis and biochemical parameters revealed no toxic effects.
Optical microscopic examination of the liver and kidneys sections of the pretreated rats revealed normal organ histology,
and the tissues maintained their histologcal appearance. In vivo, the administration of UDME and CAME at doses of 200
and 400 mg / kg significantly prevents acute rat paw edema at 3 h and 5 h after induction of inflammation by
carrageenan; the inhibition of UDME and CAME edema formation at a dose of 400 mg / kg is statistically similar to that
obtained with diclofenac. In the xylene-induced ear edema test, it was found that treating rats with the two doses of the
orally administered extracts at 200 and 400 mg / kg has significantly inhibited the ear edema .The anti-inflammatory
activity of CAME at a dose of 400 mg / kg was similar to that of diclofenac, a non-steroidal anti-inflammatory drug
used. In the carrageenan-induced pleurisy test, the number of neutrophils in the pleural cavity of the rats was markedly
and significantly reduced after administration of UDME (200 mg / kg and 400 mg / kg). At doses of 200 and 400 mg /
kg, the methanolic extracts of the two plants, administered orally, significantly reduced the abdominal contractions
produced by the injection of acetic acid in rats; the analgesic effect of the dose of 200 mg / kg UDME (68.4%) and
CAME (72.20%) was comparable to that of Aspirin (66.5%) P > 0.05. Under our experimental conditions, the
methanolic extracts of the two plants do not seem to have an antipyretic activity.

Key words: Urospermum dalechampii, Celtis australis, organic extracts, UDME, CAME, phenolic compounds, acute
and sub-acute toxicity, biological activities, HPLC, GC/MS.
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