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Résumé

Cette étude a pour but de déterminer la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux, et la contribution a
I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante et antiinflammatoire de I’extrait aqueux des racines de Salvadora
persica L, une espéce appartenant a la famille des Salvadoracées.

Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides effectués sur 1’extrait brut aqueux ont été déterminés a
partir des courbes d’étalonnage d’acide gallique et de catéchine respectivement. Les résultats montrent que notre
extrait est relativement riche en polyphénols et en flavonoides.

L’activité antioxydante est testée par la méthode de piégeage du radical libre le DPPH (2,2 diphényl-1-
picrylhydrazyl), qui indique que I’extrait aqueux de S. persica a un pouvoir anti radicalaire trés lent par rapport a
celui de I’antioxydant standard (1’acide ascorbique).

D’autre part, ’activité anti-inflammatoire étudiée en utilisant la méthode de la stabilisation membranaire des
érythrocytes par la solution hypotonique et par la chaleur a montré que notre extrait posséde un pouvoir anti-
inflammatoire intéressant a des concentrations importantes, il est semblable a celui de 1’acide salicylique, qui est
un antiinflammatoire de référence.

Mots clés : Salvadora persica L, extrait aqueux, composés phénoliques, flavonoides, activité antioxydante,
activité anti-inflammatoire.

Abstract

The purpose of this study is to determine the content of polyphenols and total flavonoids, and the contribution
to the in vitro evaluation of the antioxidant and anti-inflammatory activity of the aqueous extract of the roots of
Salvadora persica L, a species belonging to the Salvadoraceae family.

The dosages of total polyphenols and flavonoids carried out on the aqueous crude extract were determined
from the calibration curves of gallic acid and catechin respectively. The results show that our extract is relatively
rich in polyphenols and flavonoids.

The antioxidant activity is tested by the free radical trapping method DPPH (2,2 diphenyl-1- picrylhydrazyl),
which indicates that the aqueous extract of S. persica has a very slow anti-radical power compared to that
standard antioxidant (ascorbic acid).

On the other hand, the anti-inflammatory activity studied using the method of membrane stabilization of
erythrocytes by hypotonic solution and by heat, has shown that our extract has an interesting anti-inflammatory
power, and at significant concentrations, it is similar to that of salicylic acid, which is a benchmark anti-
inflammatory.

Key words: Salvadora persica L, aqueous extract, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, anti-
inflammatory activity.
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Introduction




Les plantes médicinales sont utilisées, a des fins thérapeutiques, depuis des siécles, elles
ont été mentionnées dans les littératures antiques arabe, chinoise, égyptienne, hindoue,
grecque et romaine (N’Guessan et al., 2009).

L’Afrique dispose d’une diversité importante de plantes médicinales qui constituent des
ressources précieuses pour la grande majorité de la population rurale africaine, dont plus de
80% les utilisent a la médecine et a la pharmacologie traditionnelle pour assurer les soins de
santé (Didier et al., 2011). En effet, sur les 300.000 especes végétales recensées sur la planéte
plus de 200.000 espéces vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus

médicinales (Salhi et al., 2010).

L’ Algérie est connue par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques dont
la plupart existent a 1’état spontané, elle est également connue par 'utilisation populaire de
ces plantes dans I’ensemble des terroirs du pays. La richesse et I’originalité de ces plantes font
que 1’étude de la flore d’ Algérie présente un intérét scientifique fondamental dans le domaine
de I’ethnobotanique et de la pharmacologie traditionnelle, mais également un intérét
scientifique appliqué dans le domaine de la valorisation des substances naturelles (Bouzid et
al., 2017).

Salvadora persica L, est une plante halophyte médicinale importante qui appartient a la
famille des Salvadoracées (Kumari et al., 2017), connue sous le nom d'Arak. Elle est
largement utilisée comme matériau de brosse a dents pour I'hygiene buccale (Kumari et al.,
2017; Mariod et al.,, 2009). En effet, I'Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS) a
recommandé et encouragé l'utilisation de batonnets a macher (Siwak) de tige et/ou de racine
de S. persica comme procédure efficace d'hygiene bucco-dentaire dans les zones ou son
utilisation est habituelle (WHO, 1987; Loe, 2000).

S. persica représente aussi d'autres propriétés médicinales (Kumari et al., 2017; Mariod
et al., 2009) grace aux composés bioactifs qu’elle renferme (lbrahim et al., 2015),
notamment des effets antimicrobiens, antiinflammatoires, analgésiques (WHO, 1987) et
antifongiques (Mohamed et Khan, 2013).

Le but de notre étude est de déterminer la teneur totale en phénols et flavonoides des
racines S. persica originaire du Sahara Algérien, ainsi d’estimer leurs propriétés antioxydante
et antiinflammatoire in vitro. Cela nous permet une contribution a la valorisation de la plante,

en établissant une relation entre sa composition chimique et ses activités biologiques.
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1. Description botanique et classification taxonomique de Salvadora persica L

Salvadora persica L., (syn. Galenia asiatica et Salvadora indica) (Chaurasia et al., 2013),
est une plante désertique appartenant a la famille des Salvadoraceae, elle est connue sous le
nom vernaculaire de Shajar el Miswak ou Al-arak (Khan Marwa et al., 2009), ou de Kharijal
(Tiwari et al., 2018). Morphologiquement, c¢’est un arbre ou un arbuste a tronc tordu, 1'écorce
des vieilles tiges est rugueuse, les branches sont nombreuses, retombantes, cylindriques et
finement striées (Fig.1 A). Les feuilles sont petites et persistantes, arrondies a ovales,
Iégérement charnues, épaisses et succulentes avec une forte odeur de cresson ou de moutarde,
les fleurs sont jaune verdatres et les fruits rouges mdrs, sont sphériques et charnues (Fig.1 B),
(Haque et Alsareii, 2015; Khatak et al., 2010).

La classification taxonomique compléte de S. persica est donnée ci-dessous (Haque et
Alsareii, 2015; Khatak et al., 2010).

Regne : Plantae
Branchement : Magnoliphyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Brassicales

Famille : Salvadoraceae

Genre : Salvadora

Espéce : Persica oleoides

Figure n°1: Salvadora persica L.

(A) Le tronc et les branches (Mehdi, 2010), (B) les
fruits et les feuilles (Rookhraj Paudhshala).

2. Localisation géographique de S. persica L

S. persica peut survivre dans des conditions extrémes et peut tolérer des environnements trés
secs dans des sols tres salins (Aumeeruddy et al., 2018). On la trouve dans les régions arides
et cotieres, les terres salines, les plaines inondables du désert et les savanes herbeuses (Ishrak
Khafagi et al., 2006). S. persica est originaire d'Algérie, d'Egypte, d'Inde, du Nigéria, du
Pakistan, d'Arabie saoudite, du Sri Lanka, d'Ouganda, du Kenya et du Zimbabwe (Fig.2)
(Heymann, 2008).




|:| Native range
% Exotic range

Figure n°2: Distribution géographique de Salvadora persica L (Sudhir et al., 2018).

3. Compositions chimiques des racines de Salvadora persica L
Toutes les parties de 1’espéce Salvadora persica contiennent plusieurs constituants
chimiques biologiquement actifs tels que les huiles volatiles, les flavonoides, les alcaloides, les

stéroides, les terpénes, les tanins, les saponines et les glucides (Swamy et Timothy, 2015).

Les racines de S. persica contiennent une treés grande variété de métabolites secondaires, on
distingue ainsi des alcaloides notamment la triméthylamine, des flavonoides, des sucres comme
le D-fructofuranose, le D-allopyranose et le D-lyxose, des glycosides, des saponines et des
terpenes. Les racines contiennent également du soufre gamma monoclinique élémentaire, du
glucosinolate de benzyle, de la salvadourée (dérivé de I'urée), de I'acide m-anisique, desacides
aminés (la L-alanine étant le principal), du sitostérol, du fluorure, de la silice, de 1’acide
tannique, des résines, des huiles volatiles, du soufre, de la vitamine C, du bicarbonate de
sodium, du chlorure, du calcium, du benzylisothoicyanate, de 1’acide salicylique, des stérols et
de la N-benzylamine (Chaurasia et al., 2013; Farag et al., 2017; Swamy et Timothy,
2015).

La figure n°3 donne les structures chimiques des principales molécules trouvées dans les

racines de S. persica.
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Figure n°3 : Les structures chimiques des constituants principales des racines de S. persica
(PubChem)




4. Activités biologiques de Salvadora persica L

Le Siwak (S. persica) est une plante médicinale utilisee comme batonnet frotte-dents pour
I'nygiéne buccale au sein de la communauté musulmane mondiale. C'est cette plante que le
prophéte Mohammed recommande pour les ablutions (Aumeeruddy et al., 2018; Manoj et
al., 2011). D’autre part, les différentes parties de la plante (la racine, 1'écorce, la tige, les
feuilles, les graines, les fleurs et les fruits) ont été traditionnellement utilisées dans une grande
variété de préparations & usage interne et externe contre diverses affections et maladies des
systemes digestif, musculosquelettique, circulatoire, glandulaire et urinaire, tels que des
rhumatismes, de la lépre, de la gonorrhée, des ulcéres, du scorbut, des tumeurs et des maladies
dentaires ainsi que les méres allaitantes 1’utilisent pour augmenter la quantité de lait pour le
bébé (Alali et Al-Lafi, 2003; Aumeeruddy et al., 2018; Swamy et Timothy, 2015).

D’autre part plusieurs études expérimentales ont été réalisées sur Salvadora persica, afin de
prouver ses activités biologiques et d’isoler les principes actifs. 1l a été ainsi démontré que S.
persica posséde une activité antimicrobienne significative contre les bactéries aérobies et
anaérobies collectées a partir des dents avec des gencives enflammées et des pulpes nécrotiques
(Ahmad et Rajagopal, 2014). Cette activité antimicrobienne est surtout efficace avec des
extraits alcooliques qu’avec des extraits aqueux de la plante (Dutta et Shaikh, 2012). De plus,
il a été prouvé que S. persica posséde une activité anti-plasmodia et elle était utilisée dans le
cadre du traitement du paludisme (Ali et al., 2002), ainsi qu’une activité antifongique
principalement contre les infections fongiques orales (Ahmad et Rajagopal, 2014). Plusieurs
activités biologiques S. persica ont été aussi prouvées, notamment les activités analgésiques,
anti-inflammatoires, antipyrétiques, astringentes et diurétiques (Galletti et al., 1993).




1. Les composés phénoliques

Les végétaux sont caractérisés par la production de métabolites secondaires, qui sont des
substances chimiques de structures variées, non impliquées directement dans la croissance et le
développement (Eguchi et al., 2017). Parmi ces substances, on trouve les composés

phenoliques (Bourgaud et al., 2001).

1.1.  Définition

Le terme polyphénol a été introduit en 1980, ce sont des composés hydrosolubles, de poids
moléculaire compris entre 500 et 3 000 Daltons (Chira et al., 2008). Les polyphénols sont des
phytomicronutriments présents dans les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles de tous les
végétaux, ils interviennent dans la défense contre les agressions environnementales et jouent le
réle de pigments responsables des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et

des fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas, 2007).

1.2.  Structure chimique

Les polyphénols naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques possédant
au moins un noyau aromatique (un cycle benzénique a 6 carbones), portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (OH), en plus d’autres constituants. La structure des composés
phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids moléculaire, comme les acides
phénols, jusqu'a des composés hautement polymérisés et complexes de tres haut poids

moléculaire (plus de 30 000 Daltons) comme les tanins (Chira et al., 2008).

1.3.  Classification

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de plus de 8 000 molécules, divisées en
plusieurs classes chimiques (Edeas, 2007). lls peuvent étre classés selon le nombre et
I’arrangement des atomes de carbone les composant, en fonction de la nature de leur squelette
carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau benzénique (Chira
et al., 2008). Les représentants les plus nombreux (plus de 5 000 molécules isolées) et les plus
connus sont les « flavonoides ». Néanmoins, de nombreuses autres structures existent, telles
que les acides phénols (dérivés de 1’acide cinnamique, par exemple), tanins hydrolysables,

coumarines, lignanes, quinones et autres phloroglucinols (Hennebelle et al., 2004).




1.3.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires a structure polyphénolique synthétisés
dans les plantes, par la voie des phénylpropanoides (Morreel et al., 2006), ils sont composés
d’une structure de base comprenant 15 atomes de carbone et formant une structure C6-C3-C6,
soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3 carbones (Chira et al., 2008).

Les flavonoides sont eux-mémes classés en fonction de leur degré d’oxydation en 6 grandes
classes, les flavanols (catéchine), les anthocyanidines (cyanidine, pélargonidine), les flavones
(Apigénine, diosmine, lutéoline), les flavanones (Naringénine, naringine, hespérétine,
hespéréedine), les chalcones (Phlorétine, phloridzine), les flavonols (Quercétine, kaempférol,
myricétine, fisétine, morine) (Edeas, 2007). Les structures de base des principaux flavonoides

sont montrées dans la figure n°4.
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Figure n°4 : Structures de base des principaux flavonoides (Chira et al., 2008).
1.4.  Propriétés biologiques
Les polyphénols, possedent un pouvoir antioxydant trés intéressant pour la conservation des
aliments que pour celle des produits cosmétiques, ils développent un effet protecteur vis-a-vis
des rayons UV sur la peau et ils ont également un pouvoir antiinflammatoire (Edeas, 2007). Ils
ont aussi un intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. Ils sont également utilisés comme additifs pour

I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Chira et al., 2008).

Les flavonoides, la classe majoritaire des polyphénols, ont été étudies davantage, et ont
prouvé diverses activités biologiques telles que les activités antioxydantes, antiallergiques,

hépatoprotectrice, antithrombotique, antivirale et anticarcinogene (Edeas, 2007).




1. Stress oxydatif et les radicaux libres

1.1.  Stress oxydatif

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants — antioxydants » (Sergent et al., 2001), c’est une perturbation
endogéne, de courte ou longue durée, due soit a une défense antioxydante défaillante (une
diminution des systemes de défense antioxydants), soit a un état pro-oxydatif accru (une

surproduction des oxydants comme les espéces activées de 1’oxygene) (Berger, 2006).

Le stress oxydant provoque une altération des molécules biologiques (Hugon et al., 1996),
telles que les lipides avec une perturbation des membranes cellulaires, les protéines avec
I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de mutation et
de canceérisation (Sergent et al., 2001), Par conséquent, ces perturbations peuvent étre a
I’origine du développement d'une série de maladies humaines (Livingstone, 2003), notamment
le cancer, les maladies cardiovasculaires, le déclin du systéme immunitaire, la cataracte et le
dysfonctionnement cérébral ; ce processus est également impliqué dans la physiopathologie de
la neurodégénérescence et pourrait étre impliqué dans la pathogenése de la maladie de
Parkinson, de la sclérose latérale amyotrophique et de la maladie d'Alzheimer (Hugon et al.,
1996).

1.2.  Les radicaux libres
1.2.1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui contient un électron non apparié,
ou célibataire, comme conséquence de la perte d’un électron de I’orbite externe (Berger, 2006),
ils peuvent ainsi réagir avec les molécules environnantes pour apparier cet électron célibataire,
ce qui leur confere une extréme réactivité et toxicité (Sergent et al., 2001), sur les structures

biologiques (Hugon et al., 1996).

Les radicaux libres sont principalement représentés par ’anion superoxyde (O," ) et le
radical hydroxyle ("OH) (Sergent et al., 2001), ils sont appelés des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) ou des radicaux oxygénés libres (ROL) (Jauniaux et Burton, 2016). Le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) appartient aussi a cette famille, bien que ¢’est une molécule, mais
il est lui-méme toxique et donne naissance a I’espéce radicalaire la plus puissante, le radical
hydroxyle, qui réagit instantanément et sans discrimination avec pratiqguement toutes les

molécules organiques (Livingstone, 2003).




Le radical hydroxyle("lOH) est obtenu a partir du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) par les

réactions de Fenton et d’Haber-Weiss, en présence du fer (Sergent et al., 2001) :
Réaction de Fenton : H,O, + Fe** — "OH+ OH™ + Fe®*

Réaction de Haber—Weiss : O, +H,0, + (Fe?*/Fe®*) — ‘'OH+ OH + O,
Le tableau n°1 représente les caractéristiques des principales especes réactives de 1‘oxygéne

moléculaire.

Tableau n° 1 : Caractéristiques des principales espéces réactives de 1‘oxygéne moléculaire
(Tessier et Marconnet, 1995).

Espece chimique Caracteristiques
Oxygéne Bi-radical, stable, faible
0: Moléculaire pouvoir oxydant
Radical anion | Radical peu réactif, mais toxique, oxyde les catécholamines,
0z Superoxyde peut former HOe
10; Oxygene singulet Non radical, trés réactif
Peroxyde Non radical, stable, faiblement toxique, diffusible,
H202 d’hydrogéne antiseptique, peut former HOe
Trés réactif, peu diffusible, initiateur principal de la
HO- Radical hydroxyle lipoperoxydation altére les protéines et I’ADN

1.2.2. L’origine

La production de radicaux libres peut étre d’origine endogeéne accidentelle, ils proviennent
de la fuite d’¢lectrons de la chaine respiratoire mitochondriale (Berger, 2006), d’une activation
de systémes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine-
oxydase), d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’une
oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine, catécholamines etc.) (Pincemail et
al., 2002). D’autre part, le métabolisme de 1’¢thanol est fortement impliqué dans 1’induction du
stress oxydatif (Sergent et al., 2001), ainsi que I’inflammation qui par exemple, induit la
production de superoxyde pendant la phagocytose, et enfin I’hyperglycémie qui constitue

également un stress oxydant (Berger, 2006).

Les radicaux libres peuvent étre aussi d’origine exogene, ils sont produits par les radiations
(rayons X et le rayonnement UV), les polluants de 1’air (N, NO), les solvants organiques, les
anesthesiques, les pesticides, les drogues, les xénobiotiques (Tessier et Marconnet, 1995), les

métaux de transition (comme le Fe), les composés organiques cycliques comme les quinones,




l'autoxydation de certaines oxygénases (le cytochrome), et l'induction enzymatique (les
flavoprotéines réductases) (Livingstone, 2003). Par ailleurs, certains de nos traitements
engendrent aussi des radicaux libres tels que ’hyperoxie, la dialyse, la thérapie martiale par
voie intraveineuse et la transfusion sanguine (Berger, 2006). De plus, une mauvaise
alimentation, pauvre en antioxydants, contribuera également a 1’apparition d’un stress

oxydant (Pincemail et al., 2002).
1.2.3. Les radicaux libres et la chaine respiratoire

Le complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire est une source importante
des radicaux libres. Au cours de la respiration cellulaire, l'oxygéne subit une réduction
tetravalente en eau (reconverties en H20) (Livingstone, 2003), par 1’action combinée des
enzymes la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (Jauniaux et
Burton, 2016). Toutefois, une réduction partielle de I'O2 entraine la formation d'espéces
réactives de I'oxygéne ; le radical anion superoxyde (‘O2), le radical hydroxyle (OH¢) et le

peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Livingstone, 2003). (Fig.5).
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Figure n°5 : Origine des especes réactives de 1’oxygéne (Migdal et Serres, 2011).

Les quatre étapes de la réduction de 1’oxygéne et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont
deétaillées. En plus des especes réactives de I’oxygene primaires (le radical superoxyde, le peroxyde d’hydrogeéne
et le radical hydroxyle), il existe aussi des ERO, dits secondaires comme le radical peroxyle, I’hydroperoxyde et
le radical alkoxyle (Migdal et Serres, 2011).

1.3. Larelation entre le stress oxydatif et les radicaux libres

Les espeéces réactives de l’oxygene (ERO) en faibles concentrations ont un rdle




physiologique essentiel au niveau de I’homéostasie cellulaire et plus particulierement dans
I’activité de certaines enzymes intracellulaires (Jauniaux et Burton, 2016). Certaines
contribuant d’ailleurs a la régulation de fonctions biologiques (oxyde nitrique), et participent a
la réponse au stress, notamment d’origine infectieuse (hypochlorite, superoxyde, peroxyde)
(Hennebelle et al., 2004). Cependant, lorsque la production de ERO est trop élevée et dépasse
les capacités de défenses anti-oxydantes des tissus, ces molécules provoquent des altérations
irréversibles des fonctions cellulaires de base, de I’intégrité de la membrane cellulaire, et de
I’ADN conduisant rapidement a la mort cellulaire ou apoptose (Jauniaux et Burton, 2016) et

contribuent au vieillissement (Hennebelle et al., 2004).

2. Activité antioxydante
Par définition, l'activité antioxydante est la capacité d'un composé (antioxydant) a inhiber

I’oxydation, par exemple la peroxydation lipidique (Roginsky et Lissi, 2005).

2.1.  Lesantioxydants
2.1.1. Définition

Un antioxydant est toute substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations
par rapport a celles d'un substrat oxydable (y compris les protéines, les lipides, les glucides et
I'ADN), retarde, inhibe ou empéche considérablement I'oxydation de ce substrat (Halliwell,
1996).

2.1.2. Les types des antioxydants
Il existe deux types d’antioxydants :

e Les antioxydants primaires encore appelés radicalaires ou vrais, qui permettent
I’interruption de la chaine autocatalytique : AH + R* — A« + RH, si le radical formé
A« est plus stable, la molécule AH est antioxydante. La stabilité du radical Ae peut

s’expliquer par sa conversion en composés non radicalaires (Rolland, 2004).

e Lesantioxydants secondaires ou préventifs qui assurent I’inhibition de la production des
radicaux libres et agissent sur les facteurs favorisant 1’oxydation : ils chélatent des
métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre, ils réduisent 1’oxygene (acide
ascorbique), ils désactivent I’oxygene singulet (les caroténes) (Rolland, 2004).

2.1.3. Les types de systéme des antioxydants et leur mécanisme d’action

Face a la production d’especes activées de 1’oxygene, 1’organisme dispose de systemes de

défense antioxydants (Sergent et al., 2001) qui empéche la dégradation cellulaire induite par




les radicaux libres (Hugon et al., 1996). L'organisme possede des systémes de défense tres
efficaces pour tenter de prévenir le stress oxydatif, il existe deux types : les antioxydants
enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).

a. Systémes enzymatiques

Les plus connus sont la superoxyde dismutase (SOD) qui convertit le O« en H20Oy, la
catalase qui convertit H2O2 en eau et la glutathion peroxydase qui catalyse, en présence de
glutathion reduit (Schwingshackl et al., 2015), la réduction de H202 ou des hydroperoxydes
lipidiques (Livingstone, 2003; Sergent et al., 2001), et également le couple
thiorédoxine/thiorédoxine réductase, héeme oxygénase et peroxyrédoxine (Pincemail et al.,
2002).

Il y a d’autre systeme secondaire de défense composé de phospholipases, d’ADN
endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases qui empéche 1’accumulation de lipides,
d’ADN et de protéines oxydés dans la cellule et participe a 1’élimination de leurs fragments

toxiques (Pincemail et al., 2002).

b. Systemes non enzymatiques

Les systémes non enzymatiques sont des piégeurs de radicaux libres de faible poids
moléculaire (Livingstone, 2003), on peut citer principalement des molécules solubles dans I'eau
comme le glutathion réduit (Schwingshackl et al., 2015), caroténoides et 1’acide ascorbique
(vitamine C), et des molécules liposolubles comme la vitamine A et I’a-tocophérol (vitamine
E) (Livingstone, 2003; Sergent et al., 2001). D’autres molécules appartiennent aussi a ces
systémes, tels que 1’acide urique, la bilirubine, 1’acide lipoique, 1’ubiquinone, des protéines
(transferrine, ferritine, céruléoplasmine) qui maintiennent les métaux de transition dans un état
inactif pour la formation des radicaux oxygénés libres et certains oligo-éléments comme le
cuivre, le zinc, le sélénium qui sont indispensables pour I’activité des enzymes antioxydantes
(Pincemail et al., 2002).

IIs existent plusieurs stratégies de lutte contre 1’oxydation, par exemple, lors de la réaction
de peroxydation lipidique, I’a-tocophérol piége les radicaux peroxydes d’acides gras bloquant
ainsi la phase de propagation de la peroxydation lipidique, il forme ainsi des hydroperoxydes
lipidiques qui sont ensuite éliminés par la glutathion peroxydase ; En plus de piéger des
radicaux libres, la vitamine C et le glutathion interviennent dans le processus de régénération

de I’a-tocophérol (Sergent et al.,2001).




1. L’inflammation

1.1.  Définition

L’inflammation est un processus biologique universel de défense et de réparation tissulaire
de I’organisme contre un agent agresseur (Muster, 2005), elle permet d'éliminer des agents
pathogenes (Cynober, 2000) et assure 1’équilibre homéostasique dans 1’organisme entre les
phénomenes pro-inflammatoires et les phénomeénes anti-inflammatoires (Cynober, 2000;
Medzhitov, 2008).

Généralement, une réponse inflammatoire est bénéfique, (par exemple, en fournissant une
protection contre l'infection et permettant d'éliminer des agents pathogénes), lorsqu’elle est
contr6lée et dure a court terme, mais elle peut devenir nuisible et inadaptée si elle est a long
terme et/ou lorsqu'elle est excessive ou dérégulée, ce qui génere des effets déléteres (Cynober,
2000; Medzhitov, 2008).

1.2. L’origine

L'origine de l'inflammation est trés variée : bactérienne, virale, parasitaire, tumorale,
traumatique (blessure, intervention chirurgicale), physique (brulure, irradiation), nécrose
tissulaire (infarctus), immunologique (maladie auto-immune, rejet de greffe) (Engler, 1996),

toxicité chimique (Dupuy et al., 2003).

1.3.  Lessignes

L’inflammation est un processus physiopathologique utilisée par les systémes immunitaires
innés et adaptatifs, et caractérisée par des symptoémes plus ou moins pénibles ; locaux tels que
la rougeur, 1I’cedeme, la chaleur, la douleur et la perte de fonction, généraux comme la fievre,
I’asthénie, 1’anorexie et les myalgies, et parfois dangereux comme 1’occlusion ou la rupture

d’une artére au cours d’une vascularite (Ait El Cadi et al., 2012; Muster, 2005).

2. Les types de ’inflammation

2.1.  L’inflammation aigué

L’inflammation aigué€ systémique est une réaction immédiate et aspécifique de défense de
I’organisme contre toute lésion tissulaire pouvant étre de nature infectieuse (infection
bactérienne par exemple), traumatique, immunologique, néoplasique, un choc hémorragique,
une nécrose tissulaire ou un traumatisme chirurgical (Humblet et Godeau, 2005; Salier et
al., 1997). Ce type de réponse permet une adaptation de l'organisme au stress provoque
par I’inflammation (Engler, 1996) et lutter contre I'agresseur ou le trauma en vue de restaurer

I'noméostasie et de prévenir la croissance microbienne (Humblet et Godeau, 2005).




Les principaux signes de cette réponse sont la fievre, l'activation de lI'axe hypothalamo-
hypophyso-corticosurrénalien, I'activation de I'hnématopoiése, la modification de la biosynthése
des protéines hépatocytaires (Engler, 1996) ce qui se traduit par une augmentation sérique
des protéines de I’inflammation appelées les protéines de la phase aigué€ (Acute phase proteins
ou APPs) (Lioté, 2011). Ces protéines sont des inhibiteurs de protéases, des protéines de la
coagulation, des transporteurs, des protéines du complément et bien d’autres protéines aux
fonctions encore inconnues et qui sont sécrétées par le foie sous I’action des cytokines pro-
inflammatoires telles que le facteur nécrosant des tumeurs (TNFa), les interleukines (IL1a et 3,
et IL6) libérées par les macrophages, les cellules endothéliales vasculaires et les fibroblastes
(Salier et al., 1997), D’autre part, il y a une diminution de certaines protéines qui sont des
marqueurs négatifs, minoritaires comme 1’albumine et la transferrine (Humblet et Godeau,
2005).

L’inflammation aigué est aussi accompagnée par une hyperleucocytose des polynucléaires
neutrophiles (PNN) (Lioté, 2011), une augmentation de la sécrétion d'adrénocorticotrophine
(ACTH) et de glucocorticoides, I'activation du complément, une diminution des taux sériques
du fer, du zinc, du calcium et des vitamines A et E. Elle est caractérisée également au niveau
du site de la lésion par I'agrégation plaquettaire, une dilatation et une augmentation de
perméabilité des vaisseaux sanguins, mais également une accumulation des granulocytes et
cellules mononucléaires qui libérent des médiateurs de I'inflammation comme les cytokines qui
agissent sur des récepteurs spécifiques situés au niveau des cellules cibles pour déclencher la

réaction systémique (Humblet et Godeau, 2005).

L’inflammation aigué se déroule en trois phases étroitement liées : la phase vasculaire, la

phase cellulaire et la phase de résolution.

e La phase vasculaire : qui est caractérisée par I’interaction des neutrophiles avec
I’endothélium vasculaire activé qui permet aux neutrophiles de quitter le vaisseau et
de pénétrer le tissu cible (c’est le processus d’extravasation) (Afonso et Parent,
2013), cette phase permet d’augmenter localement le flux sanguin et la perméabilité
vasculaire (Fablet et Madec, 2009).

e La phase cellulaire : elle se superpose ou succede a la précedente et consiste a une
migration de cellules essentiellement les neutrophiles (Afonso et Parent, 2013) et de
messagers sanguins vers les territoires 1ésés (Fablet et Madec, 2009).

e Laphase de résolution : elle est controlée par des facteurs endogénes de prorésolution




ou appelé également des signaux anti-inflammatoires endogeénes, tels que la
corticostérone, qui servent a tempérer la gravité et a limiter la durée de I’inflammation
aigué. Certains « signaux-stop », incluent les lipoxines, les résolvines et les
prostaglandines (PG) de la série D, empéchent tout trafic de leucocytes dans les tissus
et ouvrent la voie a la migration des monocytes et a leur différenciation en macrophages
phagocytaires qui éliminent les cellules mortes puis quittent le site de I’inflammation
(Gilroy et Lawrence, 2008).

Les cellules stromales telles que les fibroblastes contribuent également a la résolution
de l'inflammation par le retrait des signaux de survie et la normalisation des gradients
de chimiokines, permettant ainsi aux leucocytes infiltrants de subir I'apoptose ou de
quitter le tissu a travers les lymphatiques drainants (Gilroy et Lawrence, 2008). Cet
ensemble séquentiel de réponses conduit a une résolution complete et a la restauration

du tissu enflammé a son fonctionnement physiologique antérieur.

2.2.  L’inflammation chronique

L’inflammation chronique est une réponse associée a un processus nocif et dégénératif. Les
défauts des voies anti-inflammatoires endogénes tels que 1’échec de la phase de résolution de
I’inflammation aigu€, prédisposeront l'organisme au développement des maladies
inflammatoires chroniques et a l'auto-immunité, telles que celles caractérisées par la
polyarthrite rhumatoide, la maladie inflammatoire de I'intestin, le lupus érythémateux

disséminé, I'asthme (Gilroy et Lawrence, 2008), la mucoviscidose et autres (Delarue, 2001).

Le diabéte de type 2 et les maladies cardiovasculaires sont aussi des états inflammatoires
chroniques qui ne semblent pas étre causés par les instigateurs classiques de I'inflammation
(infection et blessure), mais ils semblent étre associés au dysfonctionnement des tissus, c'est-a-
dire au déséquilibre homéostatique de I'un des nombreux systemes physiologiques qui ne sont
pas directement liés fonctionnellement a la défense de I'organisme ou a la réparation des tissus
(Medzhitov, 2008).

3. Les inducteurs de I'inflammation
Les inducteurs de I'inflammation peuvent étre exogénes ou endogenes.
3.1.  Inducteurs exogenes de I'inflammation

Les inducteurs exogeénes peuvent étre classés en deux groupes :

e Microbiens : sont les modeles moléculaires associés aux agents pathogenes (PAMP ;

est un ensemble défini et limité de modeles moléculaires conservés qui est porte par




tous les micro-organismes d'une classe donnée), et les facteurs de virulence comme les
exotoxines produites par les bactéries et l'activité protéolytique des protéases produites
par les helminthes (Medzhitov, 2008). Une autre fagon de détecter l'activité de
virulence est encore plus indirecte et non spécifique, en détectant les effets sur la nécrose
ou la mort cellulaire et les dommages tissulaires. Dans ce cas, les véritables inducteurs
de la réponse inflammatoire sont des produits endogenes de cellules et de tissus
endommagés (Medzhitov, 2008).

e Non microbiens : comprennent les allergénes, les irritants, les corps étrangers et les
composés toxiques (Medzhitov, 2008).
3.2.  Inducteurs endogénes de I'inflammation
Les inducteurs endogénes de I'inflammation sont des signaux produits par les tissus stressés,
endommagés ou défectueux, la nécrose cellulaire ou la rupture de la matrice extracellulaire
(MEC) (Medzhitov, 2008).

4. Mécanisme d’action de I’inflammation

L'inflammation est un processus biologique de défense et d'adaptation de I'organisme a une
agression déclenchée par des stimuli pathogénes (immuns, microcristaux, infections, corps
étranger, traumatismes...) et des conditions nocives qui peuvent léser 1’organisme (Engler,
1996; Muster, 2005; Medzhitov, 2008), ces instigateurs classiques de l'inflammation
entrainent des modifications de I'némodynamique et de la perméabilité vasculaire médiées par
la sérotonine et les prostaglandines d'origine plaquettaire, I'histamine des mastocytes, la

bradykinine, le systeme complément et le facteur Xlla de la coagulation (Cynober, 2000).

L’inflammation comprend des inducteurs, des capteurs, des médiateurs et des effecteurs qui

déterminent le type de réponse inflammatoire (Medzhitov, 2008).

La reponse inflammatoire aigué a été mieux caractérisée pour les infections microbiennes,
en particulier les infections bactériennes, dans lesquelles elle est déclenchée par des récepteurs
du systéme immunitaire inné, tels que les récepteurs Toll-like (TLR), cette reconnaissance
initiale de l'infection est médiée par les macrophages tissulaires et les mastocytes, conduisant a
la production d'une variété de médiateurs inflammatoires, y compris les chimiokines, les
cytokines, les produits des cascades protéolytiques ...etc. (Medzhitov, 2008). La collaboration
entre les cellules et les cytokines pro inflammatoires telles que IL1, le TNF et IL6, qui sont
produites localement, sont responsables des effets systémiques de 1’inflammation, ces cytokines

agissent sur le systeme nerveux central pour déclencher la réponse inflammatoire, enstimulant




la sécrétion de I’ACTH et les glucocorticoides sur I’axe hypothalamo- hypophysaire, et favorise
I’hématopoiese au niveau de la moelle osseuse, et au niveau hépatique, les cytokines modifient

I’expression des protéines de la phase aigué¢ (APPs) (Dupuy et al., 2003).

Lorsque I’endothélium devient perméable, les cellules du systeme immunitaire (monocytes-
macrophages, les leucocytes principalement les polynucléaires neutrophiles [PNN]) et les
protéines plasmatiques, qui sont limités aux vaisseaux sanguins, migrent vers les tissus
extravasculaires du site d’infection (ou blessure) (Cynober, 2000; Medzhitov, 2008) afin
d’isoler et d’éliminer le corps étranger (Muster, 2005). Le passage des neutrophiles de
I’endothélium au foyer inflammatoire est sélectif pour empécher la sortie des érythrocytes, cette
sélectivité est assurée par la ligature inductible des sélectines des cellules endothéliales avec les

intégrines et les récepteurs des chimiokines sur les leucocytes (Medzhitov, 2008).

Lorsque les neutrophiles atteignent le site tissulaire infecté, ils sont activés, soit par contact
direct avec des agents pathogenes ou bien par I'action de cytokines sécrétées par des cellules
résidantes dans les tissus, puis ils essayent de tuer les agents envahisseurs en libérant le contenu
toxique de leurs granules, qui comprennent les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), les
especes reactives de l'azote, la protéinase, la cathepsine G et I'élastase, ces effecteurs tres
puissants ne font pas de distinction entre les cibles microbiennes et celles de I'ndte, de sorte que
les dommages collatéraux aux tissus de I'n6te sont inévitables (Medzhitov, 2008). Enfin,
intervient la phase de réparation et de résolution impliquant en particulier les macrophages et
les fibroblastes (Cynober, 2000; Medzhitov, 2008).

Si la réponse inflammatoire aigué ne parvient pas a éliminer I'agent pathogene, le processus
inflammatoire persiste et acquiert de nouvelles caractéristiques et un état inflammatoire
chronique s'ensuit. Ce dernier peut résulter d'autres causes de Iésions tissulaires telles que les
réponses auto-immunes (en raison de la persistance d'auto-antigenes), ou de corps étrangers non
dégradables, et elle peut conduire a la formation de granulomes, dans lesquels les intrus sont
entourés de couches de macrophages, dans une derniere tentative pour protéger I'hote
(Medzhitov, 2008).




5. Les antiinflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est destinée a controler I’exces de réaction aspécifique
des tissus et a éviter la transformation de la phase aigu€ de I’inflammation en phase chronique
(Muster, 2005). Ces médicaments traitent des désordres inflammatoires aigus, mais n’ont pas
été couronnés de succes pour guérir des désordres inflammatoires chroniques comme la

polyarthrite chronique évolutive (Ait EI Cadi et al., 2012).
Il y a trois types d’antiinflammatoire qui différent par leurs mécanismes d’action :

5.1.  Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) : glucocorticoides

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) sont des analogues structuraux dérivés du cortisol
qui constituent une vaste famille de médicaments (Faure, 2009), le cortisol est une hormone
sécrétée par la corticosurrénale, sous le contréle de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Faure,
2009), il a une activité hormonale sur les régulations métaboliques (glucidique, protéique et

lipidique) et il possede de nombreuses propriétés pharmacologiques (Muster, 2005).

Les corticoides, les glucocorticoides ou les AIS se caractérisent par trois propriétés
imbriquées, anti-inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives (Bannwarth et al.,
2016), et ils sont utilisés depuis plusieurs dizaines d’années dans la prise en charge de

nombreuses pathologies présentant une composante inflammatoire (Faure, 2009).

Les glucocorticoides sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire,
leurs mécanismes d’action sont opérationnels essentiellement au niveau génomique
(transcriptionnels), et sont caractérisés par [’activation (transactivation) ou [’inhibition
(transrépression) de nombreux génes cibles (Muster, 2005). Ces actions ont un effet
antiprolifératif qui s’exercent dans de nombreuses cellules impliquées dans I’immunité innée
(monocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles, mastocytes), dans [I’immunité
adaptative (lymphocytes) mais aussi dans d’autres cellules (fibroblastes, cellules épithéliales et
endotheliales) (Muster, 2005).

L’efficacité anti-inflammatoire s’explique par l’inhibition des phénoménes cellulaires
précoces et tardifs de I’inflammation, inhibition la synthése et la neutralisation de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires, stimulation des cytokines anti-inflammatoires, diminution de la
présentation de ’antigene aux lymphocytes T, de 1’expression des molécules HLA (human
leukocyte antigen), de la prolifération des lymphocytes induits par I’antigene, I’inhibition de la
synthése des enzymes et des médiateurs de 1‘inflammation, diminution des phénoménes

vasculaires de I’inflammation (Muster, 2005), réduction de la permeabilité capillaire ou la




phagocytose et blocage de la libération de sérotonine, d’histamine et de bradykinine (Faure,
2009). A trés fortes doses, les glucocorticoides ont un effet lymphocytolytique permettant une
inhibition de I’immunité a médiation cellulaire et une diminution de la synthése des anticorps
humoraux (Muster, 2005), et répriment également 1’expression de molécules d’adhésion
(Faure, 2009).

Les glucocorticoides ont, comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, une action
inhibitrice de la synthése des prostaglandines (Orliaguet et al., 2013). La fixation du
corticoide sur leur récepteur pourra induire une synthése de protéines qui inhibe la
phospholipase A2 (Faure, 2009) et bloque la libération de 1’acide arachidonique a partir des
phospholipides de la membrane cellulaire (Souaga et al., 1998). L’acide arachidonique a
I’origine de la production des prostaglandines responsables de nombreux effets biologiques
comme I’inflammation (Faure, 2009). Les glucocorticoides diminuent également 1’expression
des cyclooxygénases (COX), en particulier de COX2, dans les cellules inflammatoires,
abaissant ainsi la production des prostaglandines (Faure, 2009).

5.2. Lesantiinflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde (Blain et al., 2000). lls regroupent différentes classes chimiques de
syntheése de structure non stéroidienne (Muster, 2005), ils forment un groupe hétérogene de
molécules comportant une structure cyclique aromatique (Derrier et Mercatello, 1997). Ces
molécules présentant différentes propriétés et activités pharmacologiques de type anti-
inflammatoires, antipyrétiques, analgésiques (Orliaguet et al., 2013), et antiplaquettaires
(Chiolero et al., 2000), ces propriétés donnent une efficacité thérapeutique dans de multiples
indications, en particulier en rhumatologie, en gynécologie, en stomatologie-ORL, en
traumatologie...etc. (Merle et al., 2004). Mais ils ont des effets secondaires gastro-intestinaux
et rénaux (Chiolero et al., 2000), ils favorisent la survenue d’hémorragie (en inhibant
I’agrégation plaquettaire), et ils exposent a des risques de manifestations immuno-allergiques,

principalement cutanées, de gravité variable (Souaga et al., 1998).

Les AINS ont une action réduite par rapport a celle des AlS, ils n’agissent que sur une partie
de la composante inflammatoire (Souaga et al., 1998), ils inhibent surtout la composante
vasculaire de la réaction inflammatoire tout en exercant une activité antipyrétique et antalgique

a large spectre (Bannwarth et al., 2016).

Les AINS inhibent la production des prostaglandines en bloquant I’activité cyclooxygénase




de deux isoenzymes: la prostaglandine endoperoxyde H synthase-1 (aussi nommée
cyclooxygénase 1, COX 1) et la prostaglandine endoperoxide H synthase 2 oucyclooxygénase
2 (COX 2) (Chiolero et al., 2000), qui va empécher la dégradation de I’acide arachidonique
(Ulinski et Bensman, 2004) et inhibent la stimulation de la phagocytose des polynucléaires
neutrophiles apoptotiques par les macrophages et les monocytes (Voiriot et al., 2018). Ils
agissent également sur la composante cellulaire de I’inflammation en bloquant la mobilité de
cellules notamment les macrophages (Souaga et al., 1998), et ils répriment les fonctions des
polynucléaires neutrophiles, ils inhibent 1’adhérence, la dégranulation et la production de
radicaux libres de 1’oxygéne, et inhibent le recrutement au site de 1’inflammation (Voiriot et

al., 2018).

Les AINS traditionnels ou classiques non sélectifs inhibent les deux iso formes de la cyclo-
oxygénase (COX-1 et COX-2) (Orliaguet et al., 2013; Ziltener et al., 2010), ce qui réduit
effectivement la réponse inflammatoire, mais également réduit la protection gastrique et
interfére avec la fonction rénale (Ziltener et al., 2010). Contrairement aux anti-inflammatoires
non stéroidiens sélectifs de la COX 2 qui sont supposés avoir moins d’effets secondaires, ils
possedent une efficacité antalgique comparable aux anti-inflammatoires non stéroidiens
classiques, mais avec I’avantage d’une moindre toxicité, notamment gastrique et n’auraient pas

d’influence sur I’agrégation plaquettaire (Orliaguet et al., 2013).

5.3. Lesanti-inflammatoires enzymatiques
Les enzymes sont des anti-inflammatoires d’efficacité modeste (Muster, 2005). Ils ont un
mode d’action totalement différent des précédents. Ils ont une action purement protéolytique

en dégradant les éléments cellulaires et circulants (Souaga et al., 1998).




Partie pratique




1. Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé dans cette étude est Salvadora persica L., un arbuste originaire
du Sahara Algérien. Nous avons travaillé sur les racines de cette plante, qui sont connues sous
le nom du « Siwak » et qui sont commercialisées a 1’état sec au niveau de la wilaya d’Ain

Témouchent.

2. Préparation de I’extrait aqueux

a. Principe

La décoction convient pour I’extraction de mati¢res végétales dures ou trés dures : bois,
écorce, racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : 1’acide silicique) ; elle
consiste a faire immerger les plantes fraiches ou seches dans de I’cau froide et porter a ébullition

un temps plus ou moins long (Baba Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).

b. Mode opératoire

50 g des racines de la plante, coupées en petits morceaux, sont introduites dans un
erlenmeyer rodé de 500 ml, et additionnées de 300 ml d’eau distillée. Le mélange préparé est
porté a une température d’ébullition (T°= 100°C) pendant 3 heures (Fig.6). Apres
refroidissement a une température ambiante, le mélange est filtré sur un papier filtre Wathman,

et le filtrat obtenu a été évaporé a sec sous vide a 50°C par un évaporateur rotatif (Fig.7).

c. Détermination du rendement
Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage de matiére séche est calculé par la

formule suivante :

Masse de l'extrait sec (en g)
x 100

~ Masse de la matiere végétal (en g)

R : rendement exprimé en pourcentage % (g/g).
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Figure n°7 : Evaporateur rotatif utilisé pour 1’évaporation a sec de I’extrait aqueux de S.
persica.
3. Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux
Dans le but d’évaluer quantitativement le contenu en composés phénoliques de I’extrait
aqueux de Salvadora persica L, nous avons procédé aux dosages des polyphénols et des
flavonoides totaux.




3.1. Dosage des polyphénols totaux

> Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton
et al., 1999). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3sPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12,040) de couleur
jaune, lors de 1’oxydation des phénols, il est réduit en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe
(Wg0O23) et de molybdene (M0gO23). Cette coloration bleue (absorption maximum entre 725 et
760 nm), est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Singleton et al., 1999).

» Procédure

1 ml de I’extrait aqueux de S. persica dilué 10 fois a été mélangé avec 5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu. Le mélange a été maintenu a une température ambiante pendant 4 minutes puis
on a ajouté 4 ml du carbonate de sodium (NaCO3) a 7.5 %. Apres 2 heures d’incubation a la

température ambiante, 1’absorbance a été mesurée par spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell

changer 6715UV/Vis JENWAY) a 750 nm, contre le blanc.

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique a
différentes concentrations croissantes (10, 20, 30, 40 et 50 pg/ml). Le tableau n°2 résume le
mode opératoire et les différentes étapes suivies pour le dosage des polyphénols totaux de

I’extrait aqueux de S. persica.

Tableau n°2 : Mode opératoire de dosage des polyphénols totaux de I’extrait aqueux de S.

persica.
Concentration de I’acide gallique (ng/ml) 0| 10| 20| 30| 40| 50 -
Extrait aqueux (pug/ml) -l -1 -] - -] - | 5000
Volume (ml) 1] 1} 11 1|11 1
Folin-Ciocalteu (ml) 5/ 5] 5/ 5| 5] 5 5
Incubation pendant 4 min a une température ambiante
Carbonate de sodium (NaCOs) a 7.5 % (ml) 4 41 4| 4| 4| 4 4

Incubation pendant 2 h a une température ambiante et a I’obscurité

Mesure de la DO a 750 nm




» Expression des résultats
Le taux des polyphénols totaux dans I’extrait aqueux de S. persica, exprimé en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme de plante (mg EAG/ g de plante) est calculé selon la

formule suivante :
[Polyphénols]=a.f /C
a : concentration des polyphénols (pug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution.
C : lamasse de la plante initiale.

3.2.  Dosage des flavonoides totaux

» Principe

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par une méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICI3) et le nitrite de sodium (NaNO2) (Zhishen et al., 1999). Le
principe de la méthode est basé sur la formation d’un complexe entre Al(I11), et les groupements
carbonyles et hydroxyles des flavonoides dans un milieu alcalin, apres une nitrosation
antérieure des flavonoides par 1’acide nitrique. Le complexe formé de couleur rouge absorbe
dans le visible a 510 nm (Zhishen et al., 1999).

» Procédure

300 ul de I’extrait aqueux de S. persica dilué 10 fois ont été mélangés avec 300 pul de
nitrite de sodium (NaNO2) a 6 g/l. Le mélange a été maintenu a une température ambiante
pendant 5 minutes, puis on ajoute 300 pl de trichlorure d’aluminium (AlICIz.6H20) a 22 g/l et
apres 6 min de repos on ajoute 300 ul de NaOH (0.8M). Aprés 10 minutes d’incubation a une
température ambiante 1’absorbance est lue a 510 nm par spectrophotométre UV/Vis (Multi-

cell changer 6715UV/Vis JENWAY).

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la

catechine comme contrdle positif a différente concentrations croissantes (10, 20, 30, 40 et 50

pg/mi).
Le tableau n°3 résume le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour le dosage

des flavonoides totaux de 1’extrait aqueux de S. persica.




Tableau n°3 : Mode opératoire de dosage des flavonoides totaux de 1’extrait aqueux de S.

persica.
Concentration de catéchine (pg/ml) 0 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | -

Extrait aqueux (pug/ml) - - - - - - | 5000
Volume (pl) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Nitrite de sodium (NaNO2) a 6 g/l (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 5 min a une température ambiante

Trichlorure d’aluminium (AICl3.6H20) a

22g/1 (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 6 min a une température ambiante
NaOH 0.8 M (ul) 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300

Incubation pendant 10 min a une température ambiante

Lecture de la DO a 510 nm

» Expression des résultats

La teneur des flavonoides totaux dans I’extrait aqueux de S. persica, exprimé en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de plante (mg EC/ g de plante) est calculée

selon la formule suivante :

[Flavonoides]=a.f /C

a : concentration des flavonoides (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

f : facteur de dilution.

C : lamasse de la plante initiale.




4. Etude de I’activité biologique de I’extrait aqueux de S. persica.

4.1. Evaluation de I’activité antioxydante

» Principe

L’activité antioxydante de I’extrait aqueux de S. persica, est testée en utilisant sa capacité a

ceder des protons et/ou des électrons, selon la méthode de Molyneux (2004). Lorsqu'une

solution de 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®), un radical stable de couleur violet foncé,
est mélangée avec une espéce antioxydante (AH), elle change de couleur du violet au jaune,

suite a la a la réduction du DPPH® (Fig.8). L’intensité de la coloration est mesurée a 520 nm
(Molyneux, 2004).

DPPH*+ AH — DPPH-H + A®

(violet) (Jaune)
N2 NO,
' H
N=H ON N—N
DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non
(radical libre) radical)

Figure n°8 : Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

» Mode opératoire

2 ml de I’extrait aqueux de S. persica ou de I’acide ascorbique préparés a différentes
concentrations, sont additionnés de 2 ml d’une solution éthanolique de DPPH a 2.5 %. Le
mélange est bien agité, et laisser incuber a température ambiante pendant 30 min. La lecture de
I’absorbance est réalisée a 520 nm, dans un spectrophotométre UV/Vis (Multi-cell changer
6715UV/Vis JENWAY). Dans ce test I’acide ascorbique est utilis€ comme un antioxydant de

référence.

Le tableaux n°4 résume le mode opératoire et les différentes étapes suivies pour la

détermination de [D’activité antioxydante de D’extrait aqueux et de [’acide ascorbique.




Tableau n°4 : Mode opératoire de 1’évaluation de 1’activité antioxydante de I’extrait aqueux

de S. Persica et de I’acide ascorbique.

[Acide ascorbique] (ug/ml) [0| 1| 2/3|4|5/6/7|8]|9|10| - - - - -

[Extrait aqueux] (ug/ml) |-| -| -|-|-|-| -|-|-| -| - | 1000|2000 | 3000 | 4000|5000

Volume (ml) 212/2(2|2|2|2[2|2|2|2 2 2 2 2 2

Volume de DPPH 2.5 %
(ml) 212|2(2]|2(2|22|2|2|2 2 2 2 2 2

Incubation pendant 30 min a la température ambiante et a I’obscurité.

Lecture de la densité optique au spectrophotometre a 520 nm.

» Expression des résultats
L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH", elle est

calculée selon la formule suivante (Molyneux, 2004) :

Lo Abs du controle — Abs de 1'échantillon
% d'inhibition = Abs du controle x 100

(Abs : absorbance).

La concentration Inhibitrice & 50 % (IC50) est définit comme la concentration qui
provoque la réduction de 50% du DPPH, elle est déterminée sur les graphes tracés
pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations des especes

testées (Molyneux, 2004).

4.2. Evaluation de Pactivité antiinflammatoire

» Principe

L’activité antiinflammatoire de I’extrait aqueux de S. persica est étudiée in vitro par
I’utilisation des membranes des érythrocytes, qui représentent des similitudes avec d’autres
membranes cellulaires principalement les lysosomes. L’effet sur la stabilisation de la membrane
érythrocytaire pourrait nous indiquent a la stabilisation de la membrane lysosomale en présence

d’agent hémolytique (Shobana et Vidhya, 2016).




Deux tests ont été utilisé€s, un test de stabilité par la chaleur et un test d’hémolyse, en se

basant sur la méthode utilisée par Shinde et ses collaborateurs (1999).

» Mode opératoire

a. Préparation de la suspension érythrocytaire
La prise du sang a été effectuée, sur un volontaire sain n’ayant pas pris de médicaments anti-
inflammatoires durant les deux dernieres semaines. Le sang frais a été récupéré dans un tube

hépariné pour prévenir sa coagulation.

L’échantillon de sang récupéré a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Le surnageant
est par la suite éliminé, le culot est lavé trois fois avec du sérum physiologique (une solution
saline de Nacl a 0,9 %), et reconstitué dans une solution tampon iso-saline (pH 7.4), a 40 %
(VIv).

b. Test de la stabilisation membranaire par la chaleur

Deux séries de tubes ont été utilisés pour le test de la stabilisation membranaire par la
chaleur, une est incubée dans un bain-marie & 54 °C et 1’autre dans un bain de glace a 0-5 °C,
pendant 20 min. Chaque tube contient 4.5 ml d’une solution tampon phosphate isotonique (pH
7.4), additionnée de 0.5 ml de I’extrait aqueux de S. persica a 500,1000 et 2500 pg/ml et de
30 pl de la suspension érythrocytaire a 40 %. Apres incubation des tubes, le mélange
réactionnel a été centrifugé pendant 3 min a 1300 rpm. L’absorbance (DO) des surnageants
récupérés est mesurée a 540 nm en utilisant un spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer
6715UV/Vis JENWAY).

En parallele, I’acide salicylique (200 pg/ml) a été utilisé comme un standard de référence
(contrble positif). Le tableau n°5, résume les différentes étapes utilisées dans le test de

stabilisation membranaire par la chaleur.




Tableau n°5 : Mode opératoire du test de la stabilisation membranaire par la chaleur.

Concentrations de I’extrait aqueux (ng/ ml) - | 500 | 1000 | 2500 | -
Concentration de I’acide salicylique (ng/ml) - - - - 200
Volumes (ml) - 105] 05 05 | 05

H20 (ml) 05| - - - -

Volume de la solution tampon phosphate isotonique
(pH 7.4) (ml) 45| 45| 45 45 | 45

Volume de la suspension érythrocytaire 40 % (ul) 30 | 30 30 30 30

Chaque tube est préparé en deux exemplaires ; un est incubé a 54 °C dans un bain Marie et

’autre dans un bain de glace a 0-5 °C, pendant 20min.

Centrifugation 3 min a 1300 rpm

Récupération du surnageant et lecture de 1’absorbance a 540 nm

> Calcule de pourcentage d'inhibition de I'hémolyse
Le pourcentage d'inhibition de I'némolyse est calculé selon I'équation suivante (Shinde et

al., 1999) :

D02 — DO1

Doz — D01’> * 100

Pourcentage inhibition de 'hémolyse = (1

DOL1 : Echantillona 0 °C

DO2 : Echantillon a 54 °c.
DOT1’ : Contrdle négative a 0 °c.
DO2’ : Contr6le négatif a 54 °c.

c. Test d’hémolyse
Deux series de tubes ont été utilisées pour le test d’hémolyse, une est traitée par une solution
tampon phosphate isotonique (pH 7.4) et l'autre par une solution tampon phosphate
hypotonique (pH 7.4). Chaque tube contient 4.5 ml d’une solution tampon phosphate
isotonique ou hypotonique (pH 7.4) additionnée avec 0.5 ml de I’extrait aqueux de S. persica




a500,1000 et 2500 ug/ml et 30ul de la suspension érythrocytaire a 40 %. Apres incubation des
tubes & une température ambiante pendant 10 min, le mélange réactionnel a été centrifugé
pendant 3 min a 1300 rpm. L’absorbance (DO) des surnageants récupérés est mesurée a 540

nm en utilisant un spectrophotometre UV/Vis (Multi-cell changer 6715UV/Vis JENWAY).

En paralléle, I’acide salicylique (200 pg/ml) a été utilisé comme un standard de référence

(contréle positif). Le tableau n°6, résume le mode opératoire utilisé dans le test d’hémolyse.

Tableau n°6 : Mode opératoire du test d’hémolyse.

Concentrations de I’extrait aqueux (ng/ml) - 500 | 1000 | 2500 -
Concentrations de I’ Acide salicylique (ng/ml) - - - - 200
Volumes (ml) - 0.5 0.5 05 |05

H20 (ml) 0.5 - - - -

Chaque tube est préparé en deux séries, une est additionnée d’une solution tampon
phosphate hypotonique (pH 7,4) et I’autre d’une solution tampon phosphate isotonique
(pH 7.4)

Volume de la suspension érythrocytaire 40 % (ul)| 30 30 30 30 30

Incubation a la température ambiante pendant 10 min

Centrifugation 3 min a 1300 rpm

Récupération du surnageant et lecture de I’absorbance a 540 nm.

» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’hémolyse

Le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse, est calculé par 1’équation suivante (Shinde et

al., 1999) :

D02 - D01

— ) X
DO2' — DOl’) 100

Pourcentage inhibition de 'hémolyse = (1 —

DO1 : Echantillon traité par la solution isotonique.
DO2 : Echantillon traité par la solution hypotonique.
DO1’ : Controle négative traité par la solution isotonique.

DO2’ : Contrdle négatif traité par la solution hypotonique.




d. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes (m) accompagnees de leur indice de
dispersion qui est l'erreur standard a la moyenne (ESM) : m + ESM.

Moyenne (m) i = nizixi

Ecart type (6) o = vvariance

Erreur standard de la moyenne (ESM) ESM = %

Pour comparer deux échantillons indépendants, on applique le test de Student a un degré
de liberté qui dépend de la taille de I’échantillon.

La différence entre deux moyennes est significative a P < 0,05 (*).




1. Etude phytochimique de S. persica L.

1.1. Extrait agueux de S. persica L.

L’extrait aqueux de S. persica, a été obtenu par une décoction des racines durant 3 h, le
rendement exprimé en pourcentage de matiére seche est de 5,43 % (g/g). Ce dernier est trouvé
inférieur par rapport aux rendements obtenus a partir de la méme plante de I’extrait aqueux
(13,75+0,25 %), de I’extrait méthanolique (14+0,00 %) (Niboue et Lemoussekh, 2018), et de
I’extrait éthanolique (6,603 %) (Swamy et Timothy, 2015).

En revanche une autre étude réalisée au niveau de I'université King Abdulaziz, d'Arabie
saoudite sur la méme espéce a montré des rendements plus faibles, 1,02 + 0,054 % (g/g) pour
I’extrait méthanolique (80 %), 0,62 = 0,015 % (g/g) pour I’extrait éthanolique (80 %), 0,702 £
0,028 % (g/g) pour I’extrait acétone (80 %) et 0,56 + 0,008 % (g/g) pour I’extrait aqueux
(Mohamed et Khan, 2013).

Les rendements des extraits obtenus a partir du méme organe et de la méme espéce peuvent
étre influencés par plusieurs facteurs comme la méthode d’extraction et les conditions
appliquées tels la durée du séchage du matériel végétal, la quantité de la plante a extraire, le
temps, la vitesse d’agitation, la température et la polarité du solvant (Koné et al., 2017). De
plus, la zone géographique ainsi que les conditions climatiques jouent un réle trés important

dans la composition en métabolites secondaires de la plante (Koné et al., 2017).

1.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode colorimétrique qui utilise le
réactif de Folin-Ciocalteu. A partir d’une courbe étalon d’acide gallique (Fig.9 et 10), la
teneur en polyphénols dans I’extrait aqueux de S. persica a été déterminée, et a été exprimee

en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de plante (mg EAG/ g plante).
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Figure n°9 : Gamme étalon d’acide gallique (0-50ug/ml) et I’extrait aqueux en C1, C2 et C3.
(Réactions en tubes).
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Figure n°10 : Courbe étalon de 1’acide gallique (A=750 nm).

L’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de 1’acide gallique utilisée dans la

gamme d’étalonnage avec un R? de 0,9911.

Le taux relatif des polyphénols totaux dans 1’extrait aqueux des racines de S. persica est de

1,395 mg équivalent d’acide gallique par gramme de plante (1,395 mg EAG/ g de plante).

Le taux des polyphénols totaux de notre échantillon est largement supérieur par rapport a
celui de I’extrait aqueux (0.0004235 mg EAG/g d’extrait) et I’extrait méthanolique
(0.000207mg EAG/g d’extrait) des racines de S. persica étudiée dans la wilaya de El OUED
(Niboue et Lemoussekh, 2018). D’autre part ce taux phénolique est inféricure a celui décrit




par une étude réalisée sur les racines collectées au niveau de deux sites, le premier provenant
des montagnes d'Asir (7,946 mg en équivalent D-catéchine / g de Siwak) et l'autre de la
région centrale prés de Riyad (5,697 mg de D-catéchine équivalente / g de Siwak) en

Royaume d'Arabie saoudite (Ibrahim et al., 2015).

De plus, le taux des polyphénols de notre échantillon est inférieur a celui de I’extrait
méthanolique des feuilles de S. persica en Pakistan (58.23 EAG/g de poids sec) (M. Qasim et
al., 2017), et a celui de I'extrait brut méthanolique des fruits de S. persica en Inde (5,3961 mg/qg)
(Kumari et al., 2017).

La teneur en phénols totaux varie qualitativement et quantitativement d’une plante a 1’autre,

cela peut étre attribué a plusieurs facteurs.

Différentes études ont montré que les facteurs exogénes comme les facteurs géographiques,
climatiques (Evenamede et al., 2017; Khouchlaa et al., 2017), environnementaux
(température, la sécheresse, sol, altitude et ensoleillement), le stress biotique et abiotique
(Dallali et al., 2018), et lI'attaque microbienne (Selma et al., 2017) peuvent jouer un role

important dans la formation de métabolites secondaires, y compris les acides phénoliques.

D’autre part les facteurs endogenes tels que la différenciation tissulaire, le stade de
développement de la plante, la concurrence, I'état nutritionnel (Selma et al., 2017), les facteurs
génétiques, le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont aussi une forte

influence sur la teneur en polyphénols (Evenamede et al., 2017; Khouchlaa et al., 2017).

La teneur en phénols totaux peut étre due a d’autres facteurs notamment le site et lapériode
de collecte des échantillons (Dallali et al., 2018). La concentration la plus élevée des phénols
totaux a été acquise dans les plantes récoltées en hiver, suivie par celles d'automne et d'été, ce
qui suggere que lI'accumulation de composés phénoliques peut étre liée a I'activation des voies

phenylpropanoides par les basses températures (Selma et al., 2017).

D’autres facteurs d’ordre techniques en particulier la méthode d’extraction et la méthode de

quantification peuvent également influencer 1’estimation de la teneur des phénols totaux

(Dallali et al., 2018).

Le rendement en polyphénols dépend aussi du type et de la polarité des solvants d'extraction,
des caracteéristiques physiques des echantillons de plantes (Muhammad Qasim et al., 2016),
et de la polarité des composés phénolique lors de leurs extractions (Selma et al., 2017).




Le bon choix de solvant permet une extraction optimale des composes souhaités sans
modifier leur nature chimique. Une extraction optimale des polyphénols est généralement
obtenue dans des solvants polaires, comme [’eau, le méthanol, I’éthanol, 1’acétone et le

chloroforme, plutdt que non polaires (Muhammad Qasim et al., 2016).

1.3.  Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides sont des molécules qui représentent I’un des groupes les plus importants des
phénols. Ces métabolites secondaires ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI5) et du nitrite de sodium (NaNO,), en utilisant la catéchine comme référence
(Fig.11 et 12). La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme équivalent de catéchine

par gramme de plante (mg EC /g de plante).

Figure n°11 : Gamme étalon de la catéchine (0-50ug/ml) et I’extrait aqueux en C1, C2 et C3.
(Réactions en tubes).
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Figure n°12 : La courbe étalon de catéchine.

Le taux relatif des flavonoides totaux dans ’extrait aqueux des racines de S. persica
obtenu a partir de la courbe étalon est de 0,174 milligramme équivalent de catéchine par
gramme de plante (0,174 mg EC/ g de plante). Ce taux est largement supérieur a celui de
’extrait aqueux (2,385.10° mg EQ/g d’extrait) et de I’extrait méthanolique (1,346.10° mg
EQ/ g d’extrait) des racines de S. persica de la wilaya de EI OUED (Niboue et Lemoussekh,
2018).

Par ailleurs, (Ibrahim et al., 2015) rapportent dans leur étude réalisée en Royaume
d'Arabie saoudite, que les teneurs en flavonoides de I’extrait éthanolique des racines de
S.persica sont de 1’ordre de 5,038 mg EQ / g de plante dans la région sud (des montagnes
d'Asir) et de I’ordre de 3,87 mg EQ /g de plante dans la région centrale pres de Riyad, ce qui est

largement supérieur a la teneur en flavonoides de notre échantillon.

D’autre part, notre taux des flavonoides totaux est largement inférieur par rapport a celui
trouvé dans 1’extrait méthanolique des feuilles de S.persica en Pakistan (33.65 mg EQ/ g) (M.
Qasim et al., 2017), et dans I'extrait brut méthanolique des fruits de S persica en Inde qui était
estimee a 3,1748 mg/ g (Kumari et al., 2017).

La teneur en contenu des flavonoides totaux est influencée presque par les mémes facteurs
qui affectent la teneur en contenu phéenolique total, en raison que les flavonoides sont une classe
de composés polyphénoliques. Parmi ces facteurs on peut citer la méthode d’extraction et de
quantification (Dallali et al., 2018), I’organe utilisé (Evenamede et al., 2017), ainsi que les

facteurs climatiques et environnementaux (Dallali et al., 2018).




2. Etude de P’activité biologique de I’extrait aqueux de S. persica L.

2.1.  Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux de S. persica a été évalué par la méthode qui
utilise le DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), un radical libre relativement stable. L acide
ascorbique a été utilisé comme un antioxydant de référence. Les résultats obtenus sont

représentes dans les figures 13 et 14.
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Figure n°13 : Piégeage du DPPH par I'extrait aqueux de S. persica L.
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Figure n°14 : Piégeage du DPPH par I'acide ascorbique.

Un paramétre qui a été introduit pour l'interprétation des résultats de la méthode du DPPH
est la « concentration efficace » ou la valeur CEso (autrement appelée valeur 1Cso). Ceci est
défini comme la concentration de substrat qui provoque une perte de 50 % de I'activité du
DPPH. Plus la valeur de ce parametre (ICso) est faible, plus l'activité antioxydante est élevée
(Molyneux, 2004).




Les résultats de I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de Salvadora persica L., et de
I’acide ascorbique, exprimés en pourcentage d’inhibition ainsi que les valeurs d’ICso sont

calculées, et sont présentés dans le tableau 7.

Tableau n°7 : Activité antioxydante de 1’extrait aqueux de Salvadora persica L, exprimeée en

pourcentage d’inhibition et en IC50.

La concentration L’activité antioxydante 1Cso
pg/ml (% d’inhibition) (pg/ml)
2 67,74
4 90,32
Acide ascorbique 5 93,54 1,25
6 96,77
10 100
400 16,12
600 29,03
L’extrait aqueux de
) 1000 45,16 1400
Salvadora persica L
4000 83,87
5000 87,09

Les résultats obtenus illustrent 1’efficacité de 1’extrait aqueux de S. persica a piéger le
radical DPPH. D’aprés les données du tableau n°7, I’activité anti radicalaire augmente avec
I’augmentation des concentrations de I'extrait aqueux de Siwak dans le milieu réactionnel. La
concentration inhibitrice & 50% est de 1400 pg/ml, elle est largement supérieure a celle de
I’antioxydant naturel (1’acide ascorbique), utilisé comme contrdle positif, qui est de 1,25 pg/ml.
Cette ¢tude montre que 1’acide ascorbique (composé standard) a une activité¢ antioxydante

significative et plus puissante par rapport a celle de 1’extrait aqueux des racines de S. persica.

L’extrait aqueux des racines de S. persica de notre échantillon a donné une grande
concentration inhibitrice par rapport aux études faites sur I'extrait brut méthanolique de la racine
de S. persica (IC50 = 4,8 pug / ml) (Mohamed et Khan, 2013), sur I’extrait éthanolique
(IC50 =235.66 + 1.52 pg/mL), I’extrait chloroforme (IC50 =187.33 + 0.57 ug/mL) des tiges
de S. persica, et également sur I’extrait éthanolique (IC50 =197.00 + 1.73 pg/mL) et I’extrait
chloroforme (IC50 =181.33 + 1.15 pg/mL) des rameaux (Brindille) de S. persica (Gupta et
al., 2015).




Des études réalisées sur 1’extrait méthanolique a 80 % (IC50=20.92 + 1.52 pg/ml), aqueux
(IC50 =30.11 * 1.40 pg/ml), éthanolique a 80 % (22.35 = 1.76 pg/ml), acétone (IC50 =187.65
* 4.32 pg/ml), et chloroforme (IC50 =754.32 + 31.23) des feuilles de S. persica en Pakistan
(Muhammad Qasim et al., 2016), et sur I'extrait méthanol (IC50 =0.30706 + 0.049 pg/ml)

des fruits de S. persica en Inde (Kumari et al., 2017), montrent également des IC50 moins

importantes que celle calculée dans notre étude.

La faible activité antioxydante de notre échantillon par rapport aux autres études peut étre
dues a une réaction réversible de DPPH avec des phénols comme I'eugénol et ses dérivés, ou a
cause de la vitesse de la réaction lente entre les molécules de substrat et le DPPH (Kumari et
al., 2017). De plus la capacité antioxydante d’une méme plante peut étre influencée par
plusieurs facteurs notamment les facteurs environnementaux (M. Qasim et al., 2017; Sharma
et Ramawat, 2013), les conditions d’extraction (Muhammad Qasim et al., 2016), et la
composition en différentes molécules antioxydantes qui peuvent agir en synergie (Mohamed
et Khan, 2013).

Il est bien connu que 1’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et
des flavonoides dans les extraits des plantes (Dallali et al., 2018; M. Qasim et al., 2017). Ces
composés phénoliques jouent un réle important pour protéger les plantes contre les dommages
oxydatifs (Mariod et al., 2009). Leurs structures chimiques possédent généralement un ou
plusieurs cycles phényles et groupes hydroxyles, qui sont capables de détoxifier les oxydants
nocifs, en permettant la délocalisation des électrons, la neutralisation des radicaux libres ou la
chélation des ions métalliques (M. Qasim et al., 2017). La capacité antioxydante du Siwak a
également été attribuée a la présence d'enzymes antioxydantes comme la peroxydase, la

caltalase et la polyphénol oxydase (Haque et Alsareii, 2015; Mohamed et Khan, 2013).

2.2.  L’activité antiinflammatoire

Dans le présent travail, I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux brut de S. persica
est évaluée par deux procédés, la chaleur et une solution hypotonique, qui provoquent
I’hémolyse des globules rouges. L’acide salicylique (200ug/ml) est utilis€ comme un anti-

inflammatoire standard de référence. Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau n°8.




Tableau n°8 : Effet de I’extrait aqueux de S. persica, contre I’hémolyse des membranes

érythrocytaires, induite par la chaleur et par la solution hypotonique.

Pourcentage d’inhibition de
Concentrations I’hémolyse (%)
Traitement
(Hg/ ml) Par la Par solution
chaleur hypotonique
500 21,97+0,76 5,37+1,53*
L’extrait aqueux de Salvadora 1000 15.66+1,82* 31414 68
persica L
2500 31,82+4,35 20,07+7,35
Acide salicylique 200 27,27+3,03 37,81+2,81

* P<0.05. (Par rapport a I’acide salicylique).

Les résultats du test de 1’activité anti-inflammatoire qui utilise I’hémolyse des globules
rouge par la chaleur en présence de I’extrait aqueux des racines de S. persica ont montré que
le plus grand pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est égal a 31,82+4,35 % a une
concentration de 2500 pg/ml, et qui est 1égérement supérieur a celui de I’acide salicylique
utilisé dans les mémes conditions, et qui était de 27,27+3,03 % a une concentration de 200
pg/ml. D’autre part ce pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est de 21,97+0,76 % et
15,66+1,82 % aux concentrations de 500 et 1000 g/ ml respectivement.

Pour I’hémolyse des érythrocytes induite par une solution hypotonique, les pourcentages
d’inhibition d’hémolyse étaient de 5,37+1,53 %, 31,41+4,68 % et 20,07£7,35 % aux
concentrations 500, 1000 et 2500 pg/ml respectivement. Ils sont tous inférieurs par rapport a
celui de I’acide salicylique (37,81£2,81 % a 200 ug/ml).

L'exposition des globules rouges a des conditions nocives telles que la chaleur et le milieu
hypotonique entraine la lyse de la membrane accompagnée d'une hémolyse et d'une oxydation
de I'némoglobine (Anosike et al., 2012).

D’apres ces résultats, on observe que le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse est
proportionnellement 1ié¢ a la concentration de I’extrait aqueux (dose dépendant). Mais dans le
cas de I’hémolyse provoquée par la solution hypotonique, une lyse membranaire est observée
a des concentrations elevées, cela peut étre expliqué par un effet biphasique (Seeman et
Weinstein, 1966).




On a démontré dans cette expérience que I’extrait aqueux inhibe I'hnémolyse des érythrocytes
induite par la chaleur et I'hypotonicité. Cela indique qu’il posséde des propriétés de stabilisation
biologique de la membrane empéchant la destruction induite par le stress de la membrane

plasmique.

La sélection de I'érythrocyte comme modele d'étude du mecanisme de stabilisation
membranaire est a cause de leurs constituants membranaires, qui sont similaires aux
composants de la membrane lysosomale (Anosike et al., 2012). L'effet des médicaments ou
des extraits sur la stabilisation des membranes des globules rouges peut étre extrapolé a la
stabilisation des membranes lysosomales (Omale et Okafor, 2008). La stabilisation de ces
dernieres est importante pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération des
constituants lysosomaux (tels que les enzymes bactéricides et les protéases) des neutrophiles

activés (Manukumar et Umesha, 2015).

Les plantes sont connues pour contenir des composés naturels qui peuvent stabiliser la
membrane des globules rouges et d'exercer une activité anti-hémolytique etanti-inflammatoire
(Oyedapo et Famurewa, 1995). Diverses études phytochimiques sur S. persica ont signalé la
présence de flavonoides qui sont responsables de l'activité antimicrobienne, antiallergique,
antioxydante, anti-inflammatoire et antiproliférative (Ramadan et al., 2016). Des rapports
antérieurs ont aussi confirmé que les flavonoides et autres composés phénoliques sont dotésde
propriétés de stabilisation membranaire (Islam et al., 2015). D’autres composés bioactifs tels
que les alcools, les acides gras, les stéroides et les vitamines liposolubles contribuent
également a la protection et la stabilisation de la membrane érythrocytaire (Seeman et
Weinstein, 1966).

Plusieurs mécanismes d’action peuvent expliquer I’effet anti-hémolytique des extraits des

plantes.

Les flavonoides et autres composés phenoliques agiraient comme des piéges efficaces des
radicaux libres, tels que les peroxydes lipidiques et les superoxydes, qui sont responsables de
la déstabilisation de la membrane cellulaire (Ranasinghe et al., 2012). Leurs activités anti-
inflammatoires sont probablement dues a leur effet inhibiteur sur les enzymes impliquées
dans la production des médiateurs chimiques de I'inflammation et du métabolisme de I'acide
arachidonique (Anosike et al., 2012). Ces composés assurent aussi la prévention de la
libération de phospholipases et 1’inhibition de l'activité de la prostaglandine cyclooxygénase

qui déclenchent la formation de médiateurs inflammatoires (Islam et al., 2015).




L’effet cytoprotecteur sur la membrane érythrocytaire peut étre di également a la capacité
de I'extrait d'essai de modifier I'afflux de calcium dans les érythrocytes, qui est responsable de
la déformabilité et le volume cellulaire des érythrocytes (Chopade et al., 2012), et a la
capacité de I'extrait a réduire la dénaturation thermique des protéines, qui est peut-étre un

facteur contribuant a son activité anti-inflammatoire (Chopade et al., 2012).




Conclusion et

perspectives




e CONCLUSION

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. La
découverte des ressources naturelles du regne végeétal reste encore nécessaire pour développer
de nouveaux remedes thérapeutiques. En fait, les plantes médicinales constituent de véritables

usines chimiques de substances et de composés naturels bioactifs.

Salvadora persica L, est une plante a effet thérapeutique de la racine a la tige, des feuilles
aux fleurs, prometteuse pour ses activités biologiques, qui lui conferent toutes les propriétés

pharmacologiques.

Notre étude a pour objectif d’obtenir 1’extrait aqueux des racines de S. persica et 1’étude
quantitative de leur teneur en polyphénols et en flavonoides, et 1’évaluation de leur activité

antioxydante et anti-inflammatoire in vitro.

Les racines de cette plante ont été soumises a une extraction par décoction pour obtenir
I’extrait brut aqueux. L’extraction a fourni un rendement important de 1’ordre de 5,43 % (g/g).
Les résultats obtenus pour I'analyse quantitative confirment que cette espéce est relativement
riche en composés phénoliques (1,395 mg EAG/ g de plante) et en flavonoides (0,174 mg EC/
g de plante).

D’autre part, I’étude du pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux des racines de S. persica
par la méthode de piégeage du radical libre DPPH a montré une activité antioxydante lente,
avec une IC50 de I’ordre de 1400 pg/ml.

Par ailleurs, I'activité anti-inflammatoire de S. persica a été évaluée par une étude in vitro
par deux procédés, la chaleur et une solution hypotonique, qui provoquent 1’hémolyse des
globules rouges. Les résultats de notre travail ont révélé que 1’extrait aqueux de S. persica

possede une activité anti-inflammatoire importante.

Le pouvoir antioxydant et anti-inflammatoire de notre échantillon est probablement di a
’association de plusieurs composés bioactifs notamment les polyphénols et les flavonoides, la

plante pourrait représenter une nouvelle source potentielle des molécules bioactives.




e PERSPECTIVES

Dans les perspectives souhaitées, il serait nécessaire d’utiliser d’autres techniques
d’extraction, en utilisant differents solvants (méthanol, éthanol, acétone ...etc.) afin d’optimiser

le rendement ainsi que la teneur en composés bioactives naturelles.

Il serait intéressant de réaliser des études complémentaires d une maniére plus approfondie
concernant les principaux composés biologiquement actifs contenus dans les extraits de S.
persica, en particulier les composés polyphénoliques et flavonoides par I’utilisation de
méthodes plus performantes comme les techniques chromatographiques notamment la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et GC-MS ou d’autres techniques pour

I’élucidation structurale.

Il est intéressant aussi de réaliser d’autres études par d’autres procédures pour évaluer le

potentiel antioxydant et anti-inflammatoire et méme les autres propriétés in vitro et in vivo.

Enfin, une étude technique et économique de faisabilité doit étre envisagée en vue de suivre
les possibilités de mettre sur le marché national et international des bains de bouche et des

dentifrices a base d’extraits des racines de S. persica pour I’hygiéne bucco-dentaire.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de S. persica comme plante médicinale traditionnelle tres largement utilisée par les

populations musulmanes et arabes.
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