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INTRODUCTION

La phytothérapie, représente une des formes de médecine les plus anciennes pratiquées par
I’humanité. Elle reste malgré tout la plus repondue dans le monde (Al-Snafi, 2018). Les
plantes médicinales sont trés convoitées en raison de leurs potentiels thérapeutiques et leurs
faibles toxicités (Li et al., 2013).

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de la population mondiale
dépend de la médecine traditionnelle pour répondre a ses besoins en matiere de soins de santé
primaire (Derwich et al., 2010), et que 74% des médicaments & base de plantes sont utilisés
en médecine moderne, de telle sorte que leur utilisation est directement corrélée a leur usage
traditionnel (Huh et al., 2013).

La premiere drogue d'origine vegétale introduite sur le marche en 1826 était la morphine et la
premiére drogue semi-synthétique etait I'aspirine, introduite en 1899, a base d'un produit
naturel qui est la salicine. Actuellement, de nombreux médicaments a base de plantes, sont
isolés et utilisé pour le traitement de certaines maladies tels que le paludisme multi-résistant,
les différents cancers (ovaire, sein et poumon), les maladies du foie, la maladie d’Alzheimer,
etc. D'autres composés a base de plantes trés importants, a savoir la curcumine, la colchicine,
le resvératrol, I'épigallocatéchine-3-gallat et la quercétine, sont en cours d'essais cliniques
(Younis et al., 2016a).

L'activité thérapeutique supposée de nombreuses plantes medicinales repose d’une part sur la
présence des composes phénoliques biologiquement actifs. Ces derniers sont dotés, entre
autres, d’effets anti-inflammatoires, antioxydants, insulino-limitants, anticarcinogeénes,
antivirales, antiulcéreux, antiapoptotiques, anti-neurodégénératifs et cardiovasculo-protecteurs
(Tavares et al., 2013).

Le stress oxydatif resultant de la génération des radicaux libres est I'une des causes les plus
reconnues de nombreuses maladies (le cancer, le diabéte, I'hypertension, la maladie
d'Alzheimer etc). Les scientifiques et les nutritionnistes ont toujours cherché a trouver des
composés naturels dotés d’effets anti-oxydants pour réduire les dommages oxydatifs
(Khosroyar et Arastehnodeh, 2018) et remplacer les antioxydants synthétiques en
particulier ceux qui ont été déclarés cancérogénes (Emami et al., 2011).

L’émergence de nouvelles maladies, la résistance croissante des microorganismes pathogénes
aux antibiotiques (Soltani et al.,, 2017) et les problemes gastro-intestinaux associés a
I'utilisation des médicaments anti-inflammatoires constituent un dilemme permanent dans le

monde médical (Orhan et al., 2012b). En conséquence, Il est tres important d’approfondir les



recherches sur les plantes médicinales ayant des propriétés anti-inflammatoires, analgésiques,
antimicrobienne, etc. pour avoir des alternatives aux produits synthétiques.

Parmi ces plantes, Juniperus thurifera est un arbre de taille variable de la famille
Cupressacées originaire des zones montagneuses de la région méditerranéenne (San Feliciano
et al., 1989). Différents types de constituants chimiques ont été isolés des différentes parties
des espéces de Juniperus telles que les coumarines, les flavonoides, les stérols, les terpénes et
lignanes (Orhan et al., 2012b). Les espéeces de Juniperus ont été utilisées pour soigner
diverses maladies inflammatoires et infectieuses en médecine traditionnelle (Alzergy et
Elgharbawy, 2017) et ils ont constitué une importante source pour le développement de
nouveaux médicaments (Tavares et Seca, 2018).

Fraxinus xanthoxyloides est une espece de la famille d’Oléacées utilisée depuis plus d’un
siecle en médecine traditionnelle, réparties géographiquement dans les régions montagneuses
du Pakistan, de I'Algérie, du Maroc, de I'Inde et de I'Afghanistan (Younis et al., 2018a). Il est
rapporté que différentes espéces de Fraxinus contiennent des acides phénoliques, des
flavonoides, des coumarines, des stérols et des triterpenes (Tahirovic et al., 2017). La plus
part de ces especes sont utilisées comme diurétiques et dans le traitement de la constipation,
I’hydropisie, I’arthrite et les douleurs rhumatismales (Iftikhar et al., 2015).

L’orientation de la recherche scientifique vers les composes naturels dotés de propriétés
pharmacologiques, le manque d’informations sur la bio-activité de Juniperus thurifera et
Fraxinus xanthoxyloides et I’importance de certaines especes appartenant au genre Juniperus
et Fraxinus en raison de leurs usages traditionnels ont été la source d’inspiration de ce travail.
La présente étude a porté sur la composition chimique et I’évaluation de I’activité biologique
d’extraits de Juniperus thurifera et Fraxinus xanthoxyloides.

La premiére partie de ce travail présente la synthése d’une recherche bibliographique dans
laquelle des connaissances fondamentales sont recueillies et afférant aux: J. thurifera, F.
xanthoxyloides, polyphénols, huiles essentielles, stress oxydant, I’inflammation, la douleur
ainsi que la fievre.

Dans le premier chapitre, de la partie expérimentale, le matériel et les méthodes analytiques
utilisées pour I’extraction, les dosages quantitatifs et qualitatifs des différents métabolites et
les tests biologiques utilisés pour évaluer Tactivit¢é anti-oxydante, anti-inflammatoire,
analgésique et antipyrétique seront exposes. Le deuxiéme chapitre sera consacré aux
résultats obtenus, a la lumiere desquels, différentes perspectives de recherche seront

évoquées.
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Chapitre .I. PLANTES SELECTIONNEES

1. Juniperus thurifera

1.1. Généralités sur le genre Juniperus

Juniperus est l'un des plus importants genres appartenant a la famille des Cupressacées
(Amresh Gupta et Singh Rawat, 2017). Le genre Juniperus comprend environ 67 especes
et 28 variétés (Emami et al., 2011). Les espéces de Juniperus sont des arbustes a feuilles
persistantes ou des arbres qui préferent les sols secs rocheux ou sableux. Toutes les especes
sont originaires de I'hémisphére nord, a I’exception de Juniperus procera Hochst. ex endl. qui

pousse également dans I'némisphere sud (Afrique de I'Est) (Orhan et al., 2011a).

1.2. Description botanique et distribution de Juniperus thurifera

Le nom commun "berbére™ du Juniperus thurifera L. est Aioual. Il se caractérise par des
feuilles opposees, lachement imbriquées sur 4-6 rangs; celles des rameaux lanceolées-aigués,
piquantes, libres au sommet. Le Fruit est d’une couleur bleu-noir ou brun-noir, a pruine
bleuatre, de 6-8 mm plus ou moins réticulés, portés par des rameaux dressés. L’arbre est
dioique pouvant atteindre 20 m (Quezel et santa, 1962) (Figure 1.).

C’est une espece exclusivement méditerranéenne occidentale, présente en Algérie, France,
Espagne, Italie et Maroc. Son aire de répartition est trés fragmentée, témoignant soit d’une
régression de I’espéce ne laissant que des ilots a partir d’une aire ancienne beaucoup plus
large, soit d’une colonisation de milieux particuliers, répondant aux exigences écologiques
strictes de ’espece. En Algérie, elle n’est présente que dans le Massif des Aures, avec des
individus disséminés dans la cedraie ou sous forme de peuplements monospécifiques de

quelques dizaines d’hectares (Gauquelin et al., 2003).
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Figure 1. Fleurs males de Juniperus thurifera (Montes, 1999).

1.3. Classification botanique

La classification botanique de ’espéce J. thurifera est donnée par Quezel et Santa, (1962,

1963).

Regne Plantes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Gymnospermes
Classe Dicotylédones

Ordre Apiales

Famille Cupressaceae

Genre Juniperus

Espece Juniperus thurifera L.

1.4. Composition chimique des différentes espéces de Juniperus

Les premiers travaux publiés sur la composition chimique des especes de Juniperus remontent
a 1952 mais leurs études systématiques n‘ont débuté que dans les années 70 (Seca et Silva,
2005). Differents types de constituants chimiques ont é€té isolés des différentes parties des
especes de Juniperus telles que les coumarines, les flavonoides (amentoflavone,
cupressuflavone, hinokiflavone et rutine), stérols (campestérol, cholestérol, B-sitostérol et
stigmastérol), terpénes (monoterpenes,  sesquiterpenes et  diterpénes), lignanes
(podophyllotoxine), composés aliphatiques (alcanes, acides gras et cires) et polysaccharides
(Orhan et al., 2012).
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1.5. Composition chimique de J. thurifera

Des études phytochimiques réalisées sur J. thurifera ont permis d’identifier certains
composants bioactifs.

Deux dérives de cinnamyl isovalerate (San Feliciano et al., 1986), les terpenoides (San
Feliciano et al., 1988b), les lignanes (San Feliciano et al., 1989; San Feliciano et al.,
1992a), les acides labdaniques (San Feliciano et al., 1992b), les acides diterpéniques (San
Feliciano et al., 1993) ont été isolés a partir de J. thurifera

De méme San Feliciano et al., (1988a) ont isolé et déterminé la structure d'un nouveau type
de lignane : ’acide thuriferique a partir de I'extrait hexanique des feuilles de J. thurifera.

Six nouveaux acides diterpéniques et deux nouveaux derivés d'isovalérate ont été isolé a
partir de I’extrait hexanique des feuilles de J. thurifera (Barrero et al., 2004).

Selon Orhan et al., (2017), le J. thurifera est principalement une source des sesquiterpenes,
des diterpénes des lignanes et des flavonoides. Certains d’entre eux ayant des activités

biologiques trés prometteuses.

1.6. Utilisation medicinale

Les espéces de Juniperus ont de nombreux usages en médecine traditionnelle. Dans le monde
entier, les espéces de Juniperus sont utilisees comme un remede contre le rhume, les
infections urinaires, l'urticaire, la dysenterie, I'némorragie et l'arthrite rhumatismale et pour
soulager les douleurs menstruelles (Orhan et al., 2012b). lls sont également utilisés comme
des antihelmintiques, antiseptiques et pour la cicatrisation des plaies (Alzergy et
Elgharbawy, 2017). En outre, les baies sont utilisées pour traiter les maladies de la peau
telles que les éruptions cutanées et I’eczéma, les maladies respiratoires telles que 1’asthme,
bronchite, pneumonie et tuberculose, les inflammations des voies urinaires, rénales et les
calculs de la vésicule biliaire (Al-Attar et al., 2015). Les especes de Juniperus sont, en outre,
utilisées pour le traitement de I'hyperglycémie, les ulceres, les vers intestinaux et les maladies
du foie (Ehsani et al., 2012). Les huiles essentielles sont utilisées pour le traitement de la
lepre et de la typhoide. Les baies et les feuilles sont utilisées a des fins diurétiques,
antiseptiques, carminatives, stomacales, antirhumatismales et antifongiques dans de nombreux
pays (Orhan et al., 2012b).

L'huile essentielle de bois de J. thurifera var. africana a été utilisée comme un abortif et
régulateur des troubles de la menstruation, alors que le goudron du bois est utilisé en science

vétérinaire (Barrero et al., 2004).
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Il convient de noter que ces applications n'‘ont pas toujours un support scientifique.
Cependant, beaucoup dentre elles ont été confirmees par les bio-activités positives des

extraits de Juniperus (Seca et Silva, 2005).

1.7. Effets biologiques

e Antimicrobien
Les études de Muhammad et al., (1992, 1995, 1996) ont permis d’isoler de I'écorce de J.
procera des diterpénoides antibactériens ; Le (+) -ferruginol , acide (-) -sandaracopimérique,
I'acide (+)-E-communique , l'acide (+) -Z-communique et le (+) -totaro1 et 7p3-hydroxyabieta-
8,13-dien-1l, 12-dione.
L'activité anti-mycobactérienne de J. communis a été attribuée a un sesquiterpene le
longifoléne et deux diterpénes, le totarol et l'acide trans-communique. (Gordien et al.,
2009). En 2012, Carpenter et ses collaborateurs ont révélé que I’acide isocupressique,
I’acide communique et la deoxypodophyllotoxine ont été les principaux constituants

responsables de I'activité anti-mycobactérienne des parties aériennes de J. communis.

e Anti-inflammatoire
L’évaluation de l'activité anti-inflammatoire du fruit de J. communis a révélé que son extrait
aqueux a montré une inhibition de 55% de la synthése des prostaglandines (E2, F2a) et 78%
d'inhibition de I'exocytose induite par le facteur d'activation plaquettaire (PAF) (Tunon et al.,
1995).
L’extrait méthanolique de J. rigida a inhibé la réponse inflammatoire in vivo induite par
I'urate monosodique en atténuant les cytokines pro-inflammatoires, y compris l'interleukine
IL -1p, I'[L-6 et le facteur alpha de nécrose tumorale (TNF-a) (Han et al., 2016).

e Inhibition enzymatique
L'extrait chloroformique de J. procera a inhibé I’enzyme xanthine oxydase. Cette activité
inhibitrice marquée de la xanthine oxydase a indiqué la présence des composés naturels
prometteurs pour la gestion de la goutte (Mohammad Samaha et al., 2017).
L’extrait méthanolique de J. communis a inhibé I'activité de la tyrosinase in vitro.
Le fractionnement de cet extrait a permis d'isoler et d'identifier huit flavonoides. Parmi ces
isolats, 1’hypolaétine 7-O-B-xylopyranoside ont été considérés comme responsables de

I’inhibition de la tyrosinase (Jegal et al., 2016). L'extrait aqueux des feuilles de J.
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foetidissima a inhibé la butyrylcholinesterase (Orhan et al., 2011a), tandis que les extraits
hexanique de J. oxycedrus ssp. oxycedrus, J. foetidissima et J. phoenicea ont montré un effet
inhibiteur remarquable contre 1’acetylcholinestérase et butyrylcholinesterase (Ozturk et al.,
2011).

eHypoglycémiant
Les études de Sanchez de Medina et al., (1994); Banerjee et al., (2013); Orhan et al.,
(2011b, 2012a) ont montré que les extraits de J. communis, J. oxycedrus ssp. oxycedrus ont
un effet hypoglycémiant chez les rats rendus diabétiques par la streptozotocine.
Les extraits éthanoliques des feuilles et des fruits de J. foetidissima et J. sabina ont inhibé les
enzymes a-glucosidase et a-amylase. Cette inhibition enzymatique in vitro des extraits a été
soutenue par les résultats de Ieffet hypoglycémiant chez les rats rendus diabétiques par la
streptozotocine (Orhan et al., 2017). L'effet inhibiteur des enzymes a-amylase et la lipase
pancréatique par les extraits des feuilles et I’huile essentielle de J. phoenicea les a été mis en
évidence par Keskes et al., (2014).
L’extrait ethanolique des baies de J. chinensis a montré un effet hypoglycémiant alors que
I'extrait aqueux a montre un effet hypolipidémique (Ju et al., 2008). De méme 1’étude de
Kim et al., (2008) a révélé [I’effet protecteur de I’extrait aqueux de J. chinensis contre

I'obésité induite par régime riche en graisses.

eHépato-protecteur

Le prétraitement avec les extraits de J. phoenicea, J. procera, J. sabina, J. communis a
montré une atténuation prononcée de la cirrhose hépatique associée a des altérations
physiologiques et histologiques (Aboul- ela et al., 2005; Ali et al., 2010; Manvi et Garg,
2010; Algasoumi et Abdel-Kader, 2012; Algasoumi et al., 2013; Al-Attar et al., 2015;
Abdel-kader et al., 2017; Amresh Gupta et al., 2017; Laouar et al., 2017).

Le 4-épi-abiétol et le sugiol isolés de la fraction d'éther de pétrole de J. procera ont été plus
efficaces pour réduire les taux élevées des enzymes hépatiques (Algasoumi et Abdel-Kader,
2012). De méme les composes isolés des extraits de J. phoenicea : ’acide imbricatolique
cupressuflavone, hinokiflavone ont présenté un effet hepatoprotecteur. L'activité
hépatoprotectrice du hinokiflavone a été comparable a celle de la silymarine (Algasoumi et
al., 2013).
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e Antitumoral
Diverses especes de Juniperus, notamment J. chinensis, J. excelsa subsp. excelsa, J. excelsa
subsp. polycarpos, J. foetidissima, J. brevifolia, J. drupacea, J. phoenicea, J. oxycedrus
subsp. oxycedrus et J. foetidissima ont montré des effets cytotoxiques contre les lignées
cellulaires du cancer de différentes origines (Ali et al., 1996; Sadeghi-aliabadi et al., 2008;
Moujir et al., 2008; Miceli et al., 2011; Aljaiyash et al., 2014; Sahin Yaglioglu et Eser,
2017; Al Groshi et al., 2018).
L’étude de Darvishi et al., (2017) a suggéré 1'utilisation combinée de doses plus faibles de
vincristine et d’extrait de J. excelsa pour l'induction de l'apoptose des cellules tumorales
afin de diminuer potentiellement les effets secondaires du médicament.
Les résultats de I’étude de Huyan et al., (2016) ont indiqué que les extraits aqueux de J.
Sabina ont des effets anti-tumoraux et peuvent étre développés en tant que nouveaux
médicaments anti-tumoraux.
Selon Barrero et al., (2004) Les extraits hexaniques et chloroformiques des feuilles de J.

thurifera ont montré une activité cytostatique contre les cellules KB néoplasiques.

e Antiulcéreux
L’extrait méthanolique des feuilles de J. communis est un analgésique efficace contre les
ulceres induits par I'aspirine, la sérotonine, lI'indométhacine, l'alcool et le stress, et les Iésions
duodénales induites par I'histamine chez le cobaye (Pramanik et al., 2007).
L’administration orale de I’huile essenticlle de J. phoenicea a montré une protection dose-
dépendante contre les ulceres gastriques induits par I’HCI1 / éthanol chez les rats. Cet effet est

comparable a celui de l'inhibiteur de la pompe a protons I’oméprazole (Ben ali et al., 2015).

e Autres effets
La laparotomie au 10éme jour a révélé un effet anti-fécondant de I’extrait éthanolique des
fruits de J. communis administré par voie orale du 1% au 7°™ jour de la gestation (Agrawal et
al., 1980). L’¢tude de Teng et al., (1994) a révélé un effet antiagrégant plaquettaire et
vasorelaxant du 14-acétoxycedrol, un dérivé acétylé du sesquiterpéne 8,14-cedranediol isolé
de J. squamata.
Les résultats de 1’é¢tude de Bello et al., (1997) a révélé un effet hypotenseur des extraits

méthanoliques et dichlorométhanoliques de J. oxycedrus sur la pression artérielle des rats.
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Les extraits méthanoliques et dichlorométhanoliques de J. oxycedrus sont capable d’inhiber
d'une maniére dépendante de la concentration la réponse contractile induite par les différents
neurotransmetteurs (I'histamine, la sérotonine et I'acétylcholine) (Moreno et al., 1997).

Les extraits de J. phoenicea et J. excelsa ont présenteé un effet anti-diarrhéique important
(Qnais et al., 2005; Khan et al., 2012).

La fraction chloroformique de J. excels a montré une activité anti-leishmaniale significative,
tandis que I'extrait méthanolique a dévoilé une activité anti-tumorale significative (Nabi et al.,
2012).

Une amélioration a été constatée chez les rats hyper-uricémiques traités par voie oral soit par
I'allopurinol, soit par I'extrait de J. phoenicea (Gdoura et al., 2013).

Les extraits éthanoliques de J. drupacea et J. oxcycedrus ont présenté une importante activité
anthelminthique (les oxyures) (Kozan et al., 2006). L'amentoflavone isolé de [I'extrait
méthanolique de J. communis a montré un effet protecteur contre l'arthrite induite par
I'adjuvant de Freund chez le rat (Bais et al., 2017).

L’extrait éthanolique des fruits de J. chinensis a atténué les symptdomes de la dermatite
atopique induite par l'oxazolone et le 2,4-dinitrochlorobenzene chez la souris (Jegal et al.,
2018).
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2. Fraxinus xanthoxyloides

2.1. Généralités sur le genre Fraxinus

Le genre Fraxinus appartient a la famille des Oléacées, plus appelé communément fréne
(Sarfraz et al., 2017), il comprend environ 70 espéces ligneuses largement répandues en
Europe, Asie orientale et Amérique du Nord et centrale.

Le genre Fraxinus est représenté en Algérie par deux especes: Fraxinus angustifolia Vahl. et
Fraxinus xanthoxyloides Wamm (Abdelguerfi et Laouar, 2000).

Les Frénes sont des espéces disséminées, assez exigeantes quant a I'numidité et a la richesse
du sol; quelques espéces cependant sont véritablement xérophiles (Pourtet, 1949).

2.2. Description botanique et distribution de F. xanthoxyloides

Le nom commun "berbere” du Fraxinus xanthoxyloides est «Thouzzalt», ses Feuilles
adultes plus petites plus ou moins pubescentes sur leur face inférieure, dimorphes, celles des
jeunes rameaux, toutes bordées de dents obtuses peu profondes. Bourgeons noirs.
Inflorescences en petites ombelles sessiles. Fruit en forme de samarres émarginées au sommet
(Quezel et santa, 1963).

Il est réparti géographiquement dans les régions montagneuses, de I'Algérie, du Maroc, du
Pakistan, de I'Inde et de I'Afghanistan. (Younis et al., 2018a). Il est fréquent dans la région
des Aures, le Bellezma, les Monts du Hodna mais rare hors de ces régions. Il est tres apprécié
par le cheptel caprin en particulier. Sous la pression du paturage, les jeunes sujets n’arrivent a
pousser que si la germination a lieu au niveau des buissons. Malgreé cela, seules les parties

hautes des arbustes échappent aux dents du bétail (Abdelguerfi et Laouar, 2000) (Figure 2.).
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Figure 2. Fraxinus xanthoxyloides et son feuillage a petites feuilles composées
(Wallander, 2012).
2.3. Classification botanique
La classification botanique de 1’espéce F. xanthoxyloides Wamm. est donnee par Quezel et
Santa (1962, 1963).

Regne Plantes

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Agiospermes

Classe Dicotylédones

Famille Oleaceae

Genre Fraxinus

Espece Fraxinus xanthoxyloides Wamm.

L’espéce F. xanthoxyloides a comme synonyme commun : Fraxinus dimorpha Coss. et Dur
(Quezel et Santa, 1963).

2.4. Composition chimique des différentes espéces de Fraxinus

Une gamme de constituants chimiques, les sécoiridoides, les phényléthanoides, les lignanes,
les flavonoides et les coumarines ont été isolés du genre Fraxinus (Sarfraz et al., 2017).

Les études phytochimiques ont montré que la présence des coumarines, des sécoiridoides et
des phényléthanoides est une caractéristique des especes de Fraxinus (Medjahed et al.,
2016). Les lignanes, les flavonoides et les composés phénoliques simples sont également

courants, mais avec une distribution plus limitée (Ayouni et al., 2016).
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De plus, le genre Fraxinus est décrit comme une riche source de flavones et de flavonols
dérivés de la quercétine et du kaempférol (Medjahed et al., 2016).

L'esculétine, I'esculine, la fraxine, la fraxétine, syringine, la catechine, acide tannique, rutine,
quercétine font partie des composants pharmacologiquement actifs isolés des différentes
espéces de Fraxinus (Sarfraz et al., 2017).

2.5. Composition chimique de F. xanthoxyloides

La xanthoxyloidine, une nouvelle biscoumarine ainsi que [D’esculétine, la 5,7-
dihydroxycoumarine et la 6,8-dihydroxy-7-méthoxycoumarine ont été isolé a partir de
I'extrait méthanolique de F. xanthoxyloides (Iftikhar et al., 2015).

Une nouvelle coumarine-secoiridoide di-glucoside, appelé Isofraxisecoside, a été isolée de
I'écorce des tiges de F. xanthoxyloides, ainsi que neuf autres composés connus (fraxisecoside,
fraxine ,cichoriine , osmanthuside H , syringine , coniferine , calcelarioside B , 8-
hydroxypinorésinol-4'-O-B-glucoside , 1-acétoxypinorésinol-4'--glucoside) (Hadroug et al.,
2018).

Les terpénoides (26,61%), les lactames (16,47%), les esters (15,81%), les phénols (8,37%) et
les stéroides (6,91%) ont constitué les principales classes des métabolites qui entrent dans
la composition de I'extrait méthanolique de F. xanthoxyloides (Younis et al., 2016a).
L’analyse par Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) a révélé la
présence de la rutine et l'acide caféique dans I’extrait méthanolique de F. xanthoxyloides
(Younis et al., 2016b).

Trois composes purs isolés; lI'acide nummularique , la rutine a partir de la fraction d'acétate
d'¢thyle et l'acide plectranthoique a partir de la fraction chloroformique de [’extrait
méthanolique F. xanthoxyloides . Ils ont été caractérisés par analyse spectroscopique et

résonance magnétique nucléaire (RMN) (Younis et al., 2018a).

2.6. Utilisation médicinale

Les études antérieures ont rapporté 1’utilisation d’espeéces de Fraxinus comme des anti-
inflammatoires et dans le traitement des troubles hépatiques et rénaux (Younis et al., 2018a).
La plupart des especes du genre Fraxinus sont utilisées comme diurétiques, dans le traitement
de la constipation, hydropisie, I’arthrite et les douleurs rhumatismales. Les racines de
certaines especes sont considérées comme des anti-inflammatoires, antipaludiques et
antipyrétiques, alors que les écorces sont utilisé comme remede contre la stomatite, la pyrexie

et la douleur dentaire (Iftikhar et al., 2015). lls sont utilisés aussi pour leur effets purgatifs
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ainsi que pour le traitement de la cystite et les démangeaisons du cuir chevelu (Calis et al.,
1993).

Le F. xanthoxyloides est une plante médicinale utilisée depuis plus de cent ans en médecine
traditionnelle. 11 est largement utilisé pour le traitement de la jaunisse, la pneumonie et le
paludisme (Younis et al., 2018b). Les racines, I'écorce, les tiges, ramilles et les feuilles de F.
xanthoxyloides sont utilises pour traiter le rhumatisme et les fractures osseuses. La décoction
d’écores des tiges est utilisée pour soulager la douleur aprés un travail dur et I'expulsion d'un
prématuré. La décoction des brindilles, tiges et du bois est utilisée pour la cicatrisation des
plaies et les fractures osseuses chez les bovins (Younis et al., 2018a).

2.7. Effets biologiques

e Antioxydant

L'effet antioxydant de I'extrait éthanolique de F. ornus, ainsi que l'esculétine, I'esculine, la
fraxetine et la fraxine au cours de l'auto-oxydation des triacylglycerols du saindoux et des
triacylglycerols de I'huile de tournesol a été déterminé. L'extrait a preésenté une activité anti-
oxydante prononcée. De méme l'esculéetine et la fraxétine ont considérablement retardé le
processus dans les deux systemes lipidiques (Marinova et al., 1994).

L'huile essentielle de F. dimorpha a présenté un effet antiradicalaire dans le test DPPH (2, 2’-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) et un effet réducteur dans le test FRAP (Ferric reducing
antioxydant power) (M’sou et al., 2017).

e Antimicrobien

Selon Kostova et al., (1993) les hydroxycoumarines : esculétine, fraxine et la fraxétine sont
les principaux composeés responsables des propriétés antimicrobiennes des extraits d'écorce de
F. ornus.

L’extrait hexanique des graines de F. ornus a présenté des activités a la fois antibactériennes
et antifongiques. Les bactéries Gram positives ont été plus sensibles que les bactéries Gram
négatives et les champignons (El-Hawary et al., 2016).

L'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de F. dimorpha a été évaluée contre dix
microorganismes. Les résultats ont montré que I'huile présente une activité modérée et que

les souches fongiques ont été les plus sensibles (M’sou et al., 2017).
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e Anti-inflammatoire
L'extrait éthanolique de F. rhynchophylla a montré un effet tres important de piégeage du
radical libre DPPH et un effet inhibiteur de I'expression de la cyclooxygénage (COX-2) et
I’oxyde nitrique synthase (NOS) (Hong et al., 2012).
L’extrait éthanolique de F. excelsior a présenté un effet antioxydant et un effet anti-
inflammatoire dans le test de [I'inhibition de la dénaturation des protéines de l'aloumine
bovine (Khosroyar et Arastehnodeh, 2018).

e Inhibition enzymatique
La fraction soluble de I’extrait d’acétate d’éthyle de F. rhynchophylla ainsi que les quatres
sécoiridoides (ligstroside, oleuropéine, 2"-hydroxyoleuropéine et hydroxyframoside B) isolés
a partir des écorces ont présenté une inhibition significative de la lipase pancréatique.
L’hydroxyframoside B a présenté 1’effet le plus important (Ahn et al., 2013).
La fraction aqueuse a l'acétate d'éthyle de F. angustifolia a inhibé l'activité de I’enzyme
xanthine oxydase. Des corrélations positives ont été établies entre I’inhibition de la xanthine

oxydase et les phénols totaux et les tanins (Berboucha et al., 2010).

eHypoglycémiant
Des extraits hydro-éthanoliques del6 plantes et 4 algues ont été administrés par voie orale a
des souris diabétiques induites par la nicotinamide-streptozotocine pour évaluer leur effet
hypoglycémiant. L’extrait de F. ornus a été parmi les extraits qui ont montré un effet
hypoglycémiant tres important (Abouzid et al., 2013).
De méme, les extraits de F. angustifolia a montré une activité antidiabétique prometteuse chez
les rats diabétiques induits par la streptozotocine. Le résultat a été confirmé in vitro par
l'inhibition d'a-amylase (Atmani et al., 2017).
L'extrait aqueux de F. excelsior a entrainé une diminution significative de la glycémie chez
les rats normaux et chez les rats rendus diabétiques par la streptozotocine (Eddouks et
Maghrani, 2004).
Un effet hypoglycémiant considérable a été observé deux heures aprés l'induction de la
streptozotocine. Les extraits des feuilles de F. angustifolia ont été plus actifs (68%) que les
extraits décorces (57%) (Madjahed et al., 2016).
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L’extrait naturel obtenu a partir des graines de F. excelsior (FraxiPure) a entrainé une
diminution significative de la glycémie, la triglycéridémie et de la pression artérielle

systolique (Monto et al., 2014).

e Hépato-protecteur
Le traitement par l'extrait éthanoliqgue de F. rhynchophylla a réduit d’une manicre
significative la fibrose hépatique induite par le CCls chez le rat. Cet effet est lié a une activité
collagénolytique importante (Peng et al., 2010).
De méme, l'administration de I’extrait de F. xanthoxyloides, F. rhynchophylla et F.
floribunda a rétabli le statut biochimique et histologique du foie (Younis et al., 2016b; Guo
etal., 2017; Arunika et al., 2017).

e Anti-tumoral
L'extrait méthanoligue F. micrantha a montré une activité antiproliférative de la lignee
cellulaire de carcinome du sein qui est corrélée avec la production de I’oxyde nitrique (NO) et
la fragmentation de I'ADN (Kumar et Kashyap, 2015a).
L’acide nummulaire est le constituant chimique majeur du F. xanthoxyloides. Le traitement
par I’acide nummulaire a réduit considérablement la prolifération et les capacités de
formation des colonies de cellules PCa (cellules du cancer de la prostate) de maniere

dépendante du temps et de la dose (Younis et al., 2018b).

e Autres effets
La fraction butanolique de F. Mandshurica et le composé calceolarioside A ont inhibé
respectivement la production des immunoglobulines E (IgE) par les cellules du myélome
humain (cellules U266) et d’IL-2 par les cellules spléniques des souris, sans aucune
cytotoxicité a la dose efficace (Chen et al., 2016).
L’effet antihypertenseur et diurétique de D’extrait aqueux de F. excelsior chez les rats
hypertendus a été démontré par Eddouks et al., (2005) et Lopez-Carreras et al., (2013).
Le traitement par ’extrait méthanolique de F. xanthoxyloides a atténué les lésions rénales
induites par le CCls (Younis et al., 2018a).
Le composé oleuropéine isolé de F. rhynchophylla a présenté des effets anti-. Toxoplasma

gondii in vitro et in vivo (Jiang et al., 2008).
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La fraction chloroformique de F. xanthoxyloides a présenté un effet anti-leishmaniose plus
important que la fraction n-hexanique et la fraction d’acetate d’ethyle. Une corrélation a été
constatée entre les terpénoides et I’effet anti-leishmaniose (Younis et al., 2016c¢).

L’extrait éthanolique de F. chinensis posséde une activité anti-oxydante et un effet inhibiteur
sur I'expression des métalloprotéinases matricielles induite par l'irradiation UV d’ou ['utilité
de son usage pour protéger la peau contre les rayons UV (Lee et al., 2007).

La mort des cellules neuronales induite par les fibres B-amyloides AB (la principale cause de
la maladie d’Alzheimer) a été inhibé significativement par la fraction butanolique de F.
rhynchophylla ainsi que la syringine isolée de cette plante (Yang et al., 2010).

Diverses mesures physiologiques, comportementales et biochimiques ont été utilisées pour
évaluer l'effet de I'extrait éthanolique de F. rhynchophylla sur le stress chronique induit chez
la souris. Les résultats ont indiqué que I'extrait a un effet antidépresseur important (Kim et al.,
2018).
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Chapitre 1. POLYPHENOLS

1. Généralités sur les polyphénols

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des meétabolites primaires, ils
accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique
n’est pas toujours évidente mais représentent une source importante de molécules utilisables
par ’homme dans les domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agro-alimentaire.
Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides,
terpénes, composés phénoliques, etc.) (Macheix et al., 2005).

Les polyphénols se caractérisent par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement li€ au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une fonction (éther,
ester, hétéroside) (Bruneton, 2009). Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement
connues, allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides
phénoliques a des composes hautement polymeérisés comme les tannins. lls peuvent étre
conjugués avec un ou plusieurs résidu(s) sucré(s) lié(s) ou ils peuvent également étre liés avec
d’autres composés chimiques, tels que des acides carboxyliques, des amines ou des lipides ou

avec d’autres phénols existent également (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

2. Biosynthése
Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

e celle de I’acide shikimique

e celle issue de I’acétate
De plus, la diversité structurale des composes polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies dans 1’élaboration de composés d’origine mixte, les flavonoides (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).

11.3. Classification

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes :
e Les flavonoides
e Les tanins
e Les stilbénes

e Les lignanes et les coumestanes
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e Autres phytoestrogénes
e Les saponines (triterpenoides)
e Les phytostérols et les phytostanols
Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, I’on ajoute ordinairement a cette liste les

isothiocyanates, qui dérivent de I'nydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003).

3.1. Flavonoides

3.1.1. Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composés phénoliques (Balasundram
et al., 2006). lIs constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ils sont responsables des colorations jaune, orange et
rouge des différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont des composés de faible poids moléculaire (Balasundram et al., 2006) et
partagent le méme squelette structurel de base Cs-C3-Cs. Ce dernier est constitué de deux
noyaux aromatiques (A et B) et un hetérocycle oxygéné (C) (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

3.1.2. Classification
Base sur le nombre, la position et la nature des substituants des deux cycles aromatiques et du
degré d’oxydation et de substitution de la position 3 du cycle C, les flavonoides peuvent étre
divisés en six sous-groupes.
e les flavonols (kaempférol, quercétine...).
e les flavones (apigénine, lutéoline...).
e [es isoflavones (daidzéine, génistéine...).
e les flavanones (hespérétine, naringénine).
e les flavanols (catéchine, épicatéchin, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate).
eles anthocyanes (pélargonidine, cyanidine, malvidine) (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011).
Les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues
de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).
Flavones et flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus notamment : la
querceétine, le kaempférol, la myricétine et ’apigénine.
Les flavanones (naringénine) et les flavanols (catéchine) ainsi que les dihydroflavonols

(dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol,
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leucocyanidol) sont considérés comme des flavonoides minoritaires en raison de leur
distribution naturelle restreinte (Ghedira, 2005) (Figure 3.).

flavanone R3' flavone

flavanonol . flavonol R3'

flavan 3-ol . isoflavone

Figure 3. Structures des différentes classes des flavonoides
(Gamet-Payrastre et al., 1999).

3.2. Tanins

3.2.1. Généralités sur les tanins

Les tanins qui sont des composés de poids moléculaire relativement élevé, constituent le
troisieme groupe important des composés phénoliques (Balasundram et al., 2006). Sous le
terme tanins on désigne des polyméres phénoliques complexes solubles dans 1’eau possédant
certaines propriétés spécifiques telles que le pouvoir de précipiter les protéines.

Les effets anti-nutritifs des tanins sont associés a leur capacité a se combiner avec des
protéines alimentaires, des polymeres tels que la cellulose, I'némicellulose et la pectine, et des

minéraux retardant ainsi leur digestion (McSweeney et al., 2001).
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3.2.2 Classification
On distingue deux groupes selon la voie de leurs synthese et leurs structure; les tanins

condensés et les tanins hydrolysables (Jarrige et al., 1995; Chung et al., 1998).

eTanins hydrolysables
Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique ou
enzymatique. lls libérent alors une partic non phénolique (souvent du glucose ou de I’acide
quinique) et une partie phénolique qui peut étre de I’acide gallique (cas des gallotannins) soit

un dimére de ce méme acide, ’acide ellagique (cas des tannins ellagiques) (Figure 4.).
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Pentagalloylglucose

Figure 4. Exemple des tanins hydrolysables (Macheix et al., 2005).

eTanins condensés
Les tanins condensés sont des oligoméres ou des polymeres de flavane-3-ols (éventuellement
de flavane-3-4-diols) dérivés de la (+)- catéchine ou ses nombreux isoméres. Contrairement
aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse et seuls des attaques chimiques

fortes permettent de les dégrader (Figure 5.).
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Figure 5. Exemple de structure d’un tanin condensé (Macheix et al., 2005).

4. Métabolisme et biodisponibilité des polyphénols

On dispose que de peu de connaissances sur l'absorption, la biodisponibilité, la bio-
distribution et le métabolisme des polyphénols, bien qu'il existe probablement une voie
commune.

Les aglycones, sont généralement absorbés intacts par le tube digestif, tandis que les esters,
les glycosides ou les polymeéres doivent étre hydrolysés avant d’étre absorbés (Pandey et
Rizvi, 2009). Les micro-organismes buccaux et intestinaux sont également responsables de la
dégradation des polyphénols en aglycones et, occasionnellement, de la production de divers
acides aromatiques simples. Les polyphénols absorbés sont conjugués a des dérivés méthylés,
glucuronidés ou sulfatés, processus de détoxication métaboligue commun a de nombreux
xénobiotiques. De tels mécanismes sont si efficaces que les aglycones sont généralement
absentes ou présentes a de faibles concentrations dans le sang aprés la consommation de doses
nutritionnelles (Petti et Scully, 2009), a I’exception des catéchines, pour lesquelles les
aglycones peuvent représenter une proportion trés importante des formes circulantes totales.
Les études ont montré que les concentrations plasmatiques postprandiales sont faibles, de
I’ordre de 1 uM, et que ces concentrations varient selon la structure. Par ailleurs, le maintien
d’une concentration plasmatique plus élevée en polyphénols requiert une ingestion répétée.
En effet, les concentrations maximales sont le plus souvent atteintes 1 a 2 heures apres
ingestion, excepté pour les polyphénols qui nécessitent d’étre dégradés par la microflore

colique avant d’étre absorbés. L’organisme considére les polyphénols comme des
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xenobiotiques, limitant leur absorption au niveau de I’intestin gréle et/ou en les modifiant de
facon a les rendre plus facilement éliminables par les reins et le foie (Amiot et al., 2009).

Les polypénols les mieux absorbés sont les isoflavones et 1’acide gallique, suivis des
flavanones, des catéchines et des glycosides de quercétine. Les polyphénols les moins
absorbés sont les proanthocyanidines, les anthocyanines et les catéchines galloylées. Tous les
polyphénols sont principalement excrétés dans l'urine et la bile (Petti et Scully, 2009).

5. Risques associés a la consommation des polyphénols

Des cas de toxicité aigué ont été rapportés chez des animaux consommant des plantes riches
en tanins. Chez I'homme, aucune toxicité aigué de ce type n'a jamais €té rapportée apres la
consommation de polyphénols alimentaires. Cependant, une consommation élevee de
polyphénols peut augmenter le risque de certaines maladies. Toute fois, La grande majorité
des études publiées étaient axees sur les avantages pour la santé plutdt que sur les effets
néfastes.

Les connaissances de ces effets sont tres limitées. Les polyphénols consommes en grande
quantité pourraient avoir des effets pro-oxydants. Ils peuvent réduire le fer ferrique en fer
Ferreux et ainsi générer des radicaux hydroxyles lors de la réaction de Fenton. De tels effets

pro-oxydants n'ont jamais été démontrés in vivo (Scalbert et al., 2005).

6. Effets biologiques des polyphénols
Les composes phénoliques peuvent intervenir :
e Dans certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance, ...);
eDans l’interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique
(résistance aux UV, relations avec les bactéries, les champignons, etc.);
e Dans la conservation apres récolte de certains végétaux; dans les critéres de qualité
(couleur, astringence, amertume, qualité nutritionnelle, etc.);
eDans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus, boissons fermentées, etc.) (Macheix et al., 2005).
Les polyphénols ont montré des avantages pour la santé dans la prévention et le traitement des
maladies liées au vieillissement, des cancers et des maladies cardiaques et se sont avéres

posséder de nombreuses bio-activités importantes (Figure 6.) tels que :
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Figure 6. Quelques bio-activités de polyphénols naturels (Li et al., 2014).

eEffet antioxydant
Parmi les bio-activités notables des composes phenoliques, les activités anti-oxydantes ont été
largement étudiées, notamment le piégeage des radicaux libres, I'inhibition de I'oxydation des
lipides, la réduction de la formation d'hydro-peroxydes, etc.
De nombreux polyphénols peuvent piéger les radicaux libres par le biais du mécanisme du
transfert d'atome d'hydrogene, car des énergies plus élevées sont impliquées dans le processus
de transfert d'électron unique. Les polyphénols peuvent chélater les métaux de transition par
le biais de leurs multiples groupes OH et du groupe carbonyle, lorsqu'ils sont présents. Les
polyphénols peuvent également fonctionner en tant qu'antioxydants par leurs effets sur le
plasma, les membranes, les facteurs de transcription et les activités enzymatiques in vivo (Li
et al., 2014).
Les structures moléculaires, en particulier le nombre et la position des groupes hydroxyles,
ainsi que la nature des substitutions sur les cycles aromatiques, conferent aux composes
phénoliques la capacité de piéger les radicaux libres, ce qui est appelé relation structure-
activité (Minatel et al., 2017). La capacité des polyphénols de piéger les radicaux libres
dépend en grande partie du nombre des groupes hydroxyles (Tsao, 2010; Tanase et al.,
2019).
Il a été démontré que les polyphénols peuvent en fait fonctionner comme des co-antioxydants
et sont impliqués dans la régénération des vitamines essentielles (Tsao, 2010). En tant
gu'antioxydants, les polyphénols peuvent protéger les constituants des cellules contre les
dommages oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de diverses maladies dégénératives

associées au stress oxydatif (Scalbert et al., 2005).
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eEffet antimicrobien

Les polyphénols ont démontré des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales. Les
polyphénols sont capables de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence
microbienne, tels que la réduction de l'adhésion des ligands de I'héte, inhibition de la
formation du biofilm, neutralisation des toxines bactériennes et de montrer une synergie avec
les antibiotiques. Les polyphénols ont une utilisation associée avec les antibiotiques afin de
potentialiser leur efficacité, d'abaisser la dose d'antibiotique pour réduire les effets
indésirables de ces derniers.

Compte tenu de l'augmentation de la résistance microbienne par rapport a I'antibiothérapie
traditionnelle, des polyphénols ont été proposeés pour mettre au point des thérapies innovantes
pour le traitement de diverses infections microbiennes. La propriété antimicrobienne des
polyphénols a également été proposee pour développer de nouveaux antimicrobiens
alimentaires et des agents de conservation destinés a augmenter la pression des
consommateurs sur l'industrie alimentaire pour éviter les conservateurs synthétiques (Li et
al., 2014).

Les composés phénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique. Ils sont
regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculo-protecteurs. Parmi les
veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du ruténoside, le Daflont ou
le Diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont
également en étude clinique comme des anti-agrégant plaquettaire, ou hypotenseur sans

résultats probants (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

e Effet anti-inflammatoire

Les polyphénols ont montré des effets anti-inflammatoires importants in vivo et in vitro.

Il existe plusieurs mécanismes anti-inflammatoires des polyphénols in vivo. L'un des
mécanismes anti-inflammatoires importants est l'inhibition des enzymes générant des
eicosanoides, notamment la phospholipase A2 et la cyclooxygénase. Certaines expériences
ont suggeéré que les polyphénols inhibent la libération du NO en supprimant I'expression et
l'activité de ’enzyme NOS. Les cytokines, les principaux médiateurs des communications
locales et intercellulaires dans les processus immunitaires et inflammatoires, ont été modulées
par les polyphénols (Li et al., 2014). Ils déclenchent également un mécanisme qui bloque la
surproduction du facteur TNF-a, exercant ainsi un effet anti-inflammatoire (Tanase et al.,
2019).
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Chapitre 111. HUILES ESSENTIELLES

1. Généralites sur les huiles essentielles

Une huile essentielle est un extrait odorant, généralement de composition complexe, obtenue
a partir d’'une matiére premicre botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Elle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition (Bourrain, 2013).

Elle provient d’une sécrétion ¢laborée par certains végétaux et contenue dans des structures
spécialisées (poils, poches et canaux sécréteurs) (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

Toutes les familles végétales ne sont pas également utilisées pour extraire les huiles esstielles.
Les principales sources sont: les astéracées, les cupressacees, les ericacées, les lamiacées,
les lauracées, les myrtacées, les abiétacées, les poacées, les rosacées, les rutacées (Bourrain,
2013).

Qualitativement, les teneurs en huile essentielle sont plutdt faibles, assez souvent inférieurs a
10ml/kg. Des teneurs fortes comme celle du bouton floral du giroflier (150ml/kg et plus dans

le bouton séché) sont exceptionnelles (Bruneton, 2009).

2. Composition
Une huile essentielle a une composition moléculaire complexe qui lui confére des vertus
uniques. Elle ne contient ni protéines, ni lipides, ni glucides et ne renferme pas de minéraux ni
de vitamines : elle n’a donc aucune valeur nutritionnelle.
Les composants des huiles essentielles peuvent étre classes en trois grands groupes :

e Les terpenes : monoterpenes et les sesquiterpenes.

e Les composés aromatiques, ex: alcool cinnamique, coumarine, etc.

e D’autres composés tres divers (acides, alcools, aldéhydes, esters, etc.) mais aussi des

produits phytosanitaires tels que des pesticides (Bourrain, 2013).
Le chémotype de I'huile essentielle est un élément qui permet de distinguer les huiles
essentielles extraites d’une méme espéce ou variété botanique mais de composition
biochimique différente. Ce chémotype est repéré grace a une analyse chromatographique et
spectrométrique qui reconnait et identifie les molécules présentes dans I’huile essentielle.
Cette classification est indispensable car elle permet de sélectionner les huiles essentielles
pour une utilisation plus précise, plus slre et plus efficace. Ainsi, par exemple, I’huile
essentielle de Thymus vulgaris Chémotype thujanol présente d’importantes propriétés anti-

infectieuses tout en ayant une action stimulante et régénératrice au niveau hépatique, alors que
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I’huile essentielle de Thymus vulgaris chymotype thymol est fortement antibactérienne mais
dermocaustique et hépatotoxique a doses élevées et prolongées (Couic-Marinier et Lobstein,
2013).

La composition des huiles essentielles est complexe, et trés variable selon divers parametres,
tels que I’espéce, la partie de la plante, le biotope, la provenance, le fabricant. C’est pourquoi
seules les huiles essentielles chémotypées (présence des principaux composants Vérifiée par
chromatographie) sont recommandées pour 1’aromathérapie. Les composants peuvent étre tres
nombreux, entre 100 et 250 voire plus jusqu’a plus de 400, et souvent communs a plusieurs

huiles essentielles (Avenel-Audran, 2019).

3. Effets biologiques des huiles essentielles

Le pouvoir antiseptique s’exerce a I’encontre de bactéries pathogenes variées, y compris des
souches habituellement antibio-résistantes dont elles altérent les structures et la fonctionnalité
membranaires. Certaines huiles essentielles sont également actives sur des champignons
responsables de mycoses et sur des levures (Candida). Les doses actives sont en general
faibles et celles qui sont déterminées par une expérimentation in vitro sont directement
transposables pour une utilisation par voie externe ou, a fortiori, comme conservateur.
Sarrrielle, cannelle, thym, girofle, lavande, eucalyptus sont au nombre des huiles essentielles
les plus antiseptiques. Des composés comme le linalol, le citral, le géraniol, ou le thyol sont
respectivement 5,5.2, 7.1, et 20 fois plus antiseptique que le phenol (Bruneton, 2009).
D’autres activité sont attribuées aux huiles essentielles telles que : anti-inflammatoires, anti-
histhaminiques, circulatoires, anti-hématomes, cicatrisantes, antalgiques, relaxantes, etc.
(Amand et Langlois, 2009).
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Chapitre IV. STRESS OXYDANT

1. Définition d’un radical libre

On entend par le terme de radicaux libres, tout atome, groupe d’atomes ou molécules qui
possede(nt) sur son orbital externe un électron célibataire non apparié. Les radicaux libres
sont des substances chimiques trés instables, de durée de vie trés courte (10° a 10° s) et trés
réactives par rapport a leur électron célibataire qui va chercher a se réapparier. (Garrel et
Bigard, 2017).

2. Principaux radicaux libres

Les dérivés réactifs de l’oxygene sont produits au cours de la réduction de 1’oxygene
moléculaire en eau. Le transfert d’un électron a 1’oxygene engendre le radical superoxyde
(02¢7), transformé sous I’action de la Superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde
d’hydrogéne (H207). Celui-ci n’est pas, chimiquement parlant, un radical libre oxygéné
comme la plupart des autres espéces réactives de 1’oxygene, mais, biologiquement, il se
comporte comme tel. Par addition de nouveaux électrons, H.O, donne naissance au radical
hydroxyle (OHe).

Ce dernier, hautement réactif, peut s’attaquer a la plupart des macromolécules (glucides,
proteines, acides nucléiques, lipides), désorganisant leur structure chimique et altérant leurs
fonctions biologiques. D’autres réactions chimiques conduisent enfin a la formation d’acide
hypochloreux et d’oxygene singulet sous I’action de la myéloperoxydase granulocytaire, ou
encore a la formation de dérivés complexés a des catabolites du monoxyde d’azote, les
peroxynitrites. Le monoxyde d’azote, quant a lui, est produit sous I’action de 1’0xyde nitrique
synthase (NOS), en particulier de sa forme inductible (iNOS) au cours des phénomenes
inflammatoires aigus ou chroniques, a partir d’arginine, d’oxygéne et de NADPH (Reimund,
2002).

Tous les radicaux d'oxygéne ne sont pas extrémement réactifs, car cette réactivité étant tres
variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez les étres vivants,
I'anion radicalaire superoxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas trés réactifs, mais

constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives (Favier, 2003) (Figure 7).
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Figure 7. Apercu de différentes especes oxygénées activées et des antioxydants régulateurs de
leur production (Haleng et al., 2007).

3. Roles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes extrémement
dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des
especes indispensables a la vie. Ils remplissent en effet de trés nombreuses fonctions utiles qui
a part la phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones
et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes
(Favier, 2003), a la production énergétique, au réglement de la croissance des cellules et a la

signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

4. Définition et origine du stress oxydant
Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou un de
nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogeéne ou exogene, de radicaux libres

0Xygéenés qui outrepasse leurs capacités anti-oxydantes (Favier, 2006).
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Cette rupture d'équilibre, lourde de conséquence, peut avoir de multiples origines.
L'organisme peut avoir a faire face a une production beaucoup trop forte pour étre maitrisée,
qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, les ischémies/reperfusions suivant
des thromboses (Favier, 2003). Les radicaux libres sont produits pendant l'irradiation, par la
lumiére UV, par rayons X et par les rayons y, sont des produits des réactions métal-
catalysées; sont présent comme des polluants dans I'air (N, NO.); et sont produits par des
neutrophiles et des macrophages pendant I'inflammation (Valko et al., 2006).

Ils sont produits, en majorité, au niveau des chaines respiratoires mitochondriales des cellules
des organismes aérobies. La quasi-totalité de ’oxygene moléculaire parvenant a ’intérieur de
la mitochondrie est réduite au cours du transport des électrons dont le bilan énergétique
permet la phosphorylation de ’ADP en ATP. L’oxygéne moléculaire subit globalement une
quadruple reduction et protonation, conduisant a la formation d’eau. Environ 98% de
I’oxygeéne parcourt cette voie, du début a la fin, mais la fraction restante (2 a 5%) s’en
¢chappe, et apparait sous forme d’espéces chimiques réactives (Tessier et Marconnet, 1995).
Enfin, une alimentation pauvre en antioxydants contribuera également a I’apparition d’un
stress oxydant (Pincemail, 2002). Généralement, le stress oxydant sera la résultante de
plusieurs de ces facteurs et se produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de

la défaillance et non pas dans tout I’organisme (Favier, 2003).

5. Consequences du stress oxydant

Dans les systemes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de maniére
continue. Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont
particulierement affectées par les radicaux libres, entrainant la tres grande réactivité de ces
especes chimiques vis -a-vis des lipides, des protéines et de I'ADN. C'est pourquoi les effets
des radicaux libres sont retrouvés dans tout I'organisme et dans des pathologies trés variées.
(Goudable et Favier, 1997).

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit des
processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la
membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barricre et d’information.

La toxicité des especes réactives de I’oxygéne (ERO) s’exerce également sur les protéines.
Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le
tryptophane, la tyrosine, I’histidine, la cystéine et la méthionine. Les ERO sont aussi capables

de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des fragments protéiques. L’ADN, qu’il
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soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des ERO. Ceux-ci peuvent
en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et
pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées entrainent a long
terme des altérations géniques (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Si la chimie de l'attaque
radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que celle des autres
macromolécules, il n'en demeure pas moins que les ERO attaquent les mucopolysaccharides
et notamment les protéoglycanes du cartilage.

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et
le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de
protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront l'apoptose, alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire,
entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites
par le stress oxydant : mutation, carcinogenese, malformation des foetus, dépot de protéines
anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépot de lipides oxydés, immunosupression
(Favier, 2003).

Les radicaux sont impliqués dans de nombreuses maladies et dans la plupart des processus
cellulaires associes a une inflammation. Le cancer et [’athérosclérose font partie des
nombreuses maladies associées aux radicaux libres parmi lesquelles on peut citer également
I’hypertension artérielle, la maladie d’Alzheimer, la déficience immunitaire du sujet agé, la

cataracte, etc (Tessier et Marconnet, 1995).

6. Définition d’un antioxydant

Les antioxydants sont des substances qui se présentent a faible concentration par rapport au
substrat oxydable, sont capables de ralentir ou d’inhiber I’oxydation de ce substrat.

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro ou
liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans
tous les compartiments de ’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires. Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent
schématiquement agir a deux niveaux : en prévenant la formation d’ERO (antioxydants

primaires) ou en épurant les ERO (antioxydants secondaires) (Fontaine, 2007).
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7. Principaux antioxydants

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systémes de défense composés
d’enzymes (SOD, Catalase (CAT), Héeme oxygénase, peroxyrédoxine, etc.), de molécules
anti-oxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, etc.) et de
protéines (transferrine, ferritine, etc.). Enfin, un systéme secondaire de défense composé
de phospholipases, d’ADN endonucléases, de ligases et de macroxyprotéinases empéche
I’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a
I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail, 2002).

Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogénes en antioxydants naturels
tels que: la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (tocophérol), la vitamine B3
(niacine), caroténoides, le sélénium, les flavonoides... etc, ou des antioxydants
synthétiques tels que la N-acétylcystéine, les lazaroides, les analogues synthétiques des
polyphénols alimentaires, etc.) (Descamps et al., 2006).

Les principaux systemes de défense anti-oxydante se divisent en trois types: en ceux qui
tendent a empécher la formation des dérivés réactifs de I'oxygene (CAT et la glutathion
peroxydase (GSH-Px)), en défenses destinées a éliminer les radicaux libres apres leur
formation (SOD, vitamine E, vitamine C, glutathion cellulaire, etc.) et enfin, en systemes
chargés de réparer les dégats causés par les radicaux libres (les lipides et les protéines
dénaturées sont éliminés tandis que les acides nucléiques oxydés sont réparés par des

systémes enzymatiques spécifiques) (Reimund, 2003).

8. Stress oxydatif et inflammation

Les espéces réactives d’oxygene sont responsables de la dénaturation et la dégradation de
molécules biologiques et sont impliquées dans les Iésions tissulaires observées au cours des
processus inflammatoires. Elles sont produites au cours de divers processus biologiques par
un grand nombre de cellules et en particulier par les cellules phagocytaires, les polynucléaires
neutrophiles et les macrophages ; ces cellules jouent un rdle prépondérant dans les
mécanismes inflammatoires, dans la mesure ou ils sont la premiére ligne de défense contre les
agents infectieux. 1l en ressort donc que le stress oxydatif soit étroitement lié a I'inflammation.
Le stress oxydatif peut étre la cause de l'inflammation, si I'on considére que des situations
indépendantes des médiateurs de l'inflammation, telles que des séquences
d'ischémies/répercussion, des traumatismes, des exces de température ou une irradiation, sont

capables d'induire une libération d’espéces réactives d’oxygéne indépendamment des
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polynucléaires neutrophiles. Cependant, le stress oxydatif est le plus souvent la conséquence
de l'inflammation, dans la mesure ou des médiateurs de I'inflammation activent directement
les polynucléaires neutrophiles et que ceux-ci, libérant des d’espéces réactives d’oxygéne,
conduisent a des lésions cellulaires en dégradant les molécules les constituant. Dans les deux

cas, ces processus sont étroitement liés (Pasquier, 1995).
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Chapitre V. INFLAMMATION, DOULEUR ET FIEVRE

1. Inflammation

1.1. Définition de P’'inflammation

Aucune définition précise ne peut étre trouvée dans la littérature médicale. La majorité des
auteurs définissent la réaction inflammatoire, qui peut étre locale ou générale, comme un
phénomeéne de défense non spécifique répondant & une agression, et qui vise a maintenir
I’intégrité du soi. Il convient, tout fois, de distinguer la réaction inflammatoire de la réponse
immunitaire, bien qu’il y ait un lien étroit entre les deux, puisque la réaction inflammatoire est
impliquée dans I’immunité naturelle et qu’elle favorise l’induction de réponse immune
spécifique (Blétry et al., 2006).

Cliniquement, la réponse inflammatoire se traduit par des signes locaux spécifiques au niveau
de la lésion initiale qui sont la douleur, la rougeur, la chaleur et I’cedéme ou des signes
généraux tels qu’un syndrome fébrile, I’anorexie, 1’apathie ou des perturbations métaboliques
(Fablet et Madec, 2009). La fonction premicre de la réponse inflammatoire c¢’est d’éliminer
ou d’isoler I’agent agresseur du reste de ’organisme et de permettre la réparation des tissus.
Cette réponse, dénommée inflammation aigue est un phénomene bénéfique pour 1’organisme
qui lui permet de retrouver son intégrité physiologique. L’aspect négatif de la réponse
inflammatoire intervient quand cette derniere se pérennise et devient une inflammation
chronique. Dans ce cas la réaction inflammatoire doit étre contrdlée par les medicaments
(Weill et Batteux, 2003).

1.2. Etiologie de ’'inflammation
Toutes les causes d’agression cellulaire peuvent déclencher une réaction inflammatoire. Les
agents le plus souvent rencontrés sont :
¢ L hypoxie (par ischémie le plus souvent);
e Les agents physiques (par exemple, les traumatismes, les brulures, les radiations);
e Les agents chimiques (par exemple, les substances caustiques);
eles agents microbiens (par les exotoxines les endotoxines des bactéries, I’effet
cytopathogene des virus);
e Les réactions immunologiques (par exemple, les maladies auto-immunes).

La cause de I’inflammation est parfois inconnue (Blétry et al., 2006) .
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1.3. Types d’inflammations
1.3.1. Inflammation aigué
L'inflammation aigué est d'une durée relativement courte, allant de quelques minutes a
quelques jours, en fonction de I'étendue de la blessure. Les principales caractéristiques de
I'inflammation aigué sont I'exsudation des liquides et des protéines plasmatiques (cedéme) et
I’émigration des leucocytes (neutrophiles principalement). Le role majeur des neutrophiles
dans l'inflammation aigué est de phagocyter les micro-organismes et les corps étrangers. Les
Iésions tissulaires et la fibrose sont généralement légéres et spontanément résolutives
(Raghavendra et al., 2015).

1.3.2. Inflammation chronique

Les signes de début sont identiques a ceux d’une inflammation aigue, mais les destructions
tissulaires sont plus graves et ont des conséquences fonctionnelles profondes. Au moins aussi
fréquente que l’'inflammation aigue, cette inflammation chronique laisse des séquelles
anatomiques et fonctionnelles. La définition du caracteére chronique d’une inflammation n’est
pas toujours aisée : le meilleur caractere de chronicité est une durée supérieure a six semaines
(Weill et Batteux, 2003). L'inflammation chronique se manifeste histologiqguement par la
présence de lymphocytes et de macrophages, entrainant une fibrose et une nécrose des tissus.
L’inflammation chronique persistante augmente le développement de maladies dégénératives
telles que la polyarthrite rhumatoide, 1’athérosclérose, les maladies cardiaques, la maladie
d’Alzheimer, I’asthme, trouble d'immunodéficience acquise (SIDA), cancer, sclérose en

plaques, etc (Iwalewa et al., 2007).

1.4. Aspect physiopathologique de la réaction inflammatoire

La finalité d’un processus inflammatoire est triple : détruire ’agent agresseur, détruire les
tissus 1ésés et réparer les dégats. Sa mise en oeuvre est le fruit d’une intervention coordonnée
de cellules effectrices (polynucléaires, macrophages, lymphocytes cytotoxiques) et de
substances solubles, sécrétées par le systéme immunitaire, chargées de téléguider les cellules
sur le site de ’agression (chimiokines), de les arréter (molécules d’adhésion), de les activer
(cytokines pro-inflammatoires : interleukine (IL1) IL6,TNF, etc.) ou de les inactiver
(cytokines anti-inflammatoires : 1L4, IL10, IL13, etc.) et de faire produire des anticorps par
les lymphocytes B.

Mais pour que la réaction immunitaire soit pleinement efficace, I’inflammation est un

préalable essentiel (fievre, vasodilatation, afflux de cellules effectrices, etc), déclenchée par
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I’IL1 et le TNF. Ce sont ces cytokines qui sont responsables des manifestations cliniques
(fievre, anorexie, myalgies, cachexie...), mais entrainent des réactions bénéfiques pour
I’organisme : hyperleucocytose, hyperplaquettose, résistance a 1’agression, réduction des
molécules d’adhésion pour les phagocytes, destruction des tissus lésés, etc.

Ce sont elles aussi qui, avec I'IL6, induisent la syntheése hépatique des protéines de
I’inflammation dotées d’effets anti-inflammatoires (protéine C réactive, protéine amyloide
sérique, facteurs du complément, etc.). La plasticité de la réaction inflammatoire dépend en
outre des facultés des lymphocytes T et B a reconnaitre 1’antigene grace a des structures de
reconnaissance spécifiques en liaison avec le complexe majeur d’histocompatibilité (Muster,

2005).

1.5. Types des anti-inflammatoires

1.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituaient un groupe hétérogene de
substances qui permettaient de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction
inflammatoire, sans préjuger de I’étiologie, ni du mécanisme de celle-ci. lls agissent en
inhibant plus ou moins selectivement les iso-enzymes de la COX. Tres largement utilisées en
raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques, antalgiques et pour certaines
inhibitrices de I’agrégation plaquettaire, ces molécules sont malheureusement a 1’origine
d’effets indésirables graves qui dépendent, ou non, de leur mécanisme d’action (Tréchot et

Jouzeau, 2014).

1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les glucocorticoides sont largement utilisés pour supprimer l'inflammation dans les maladies
inflammatoires chroniques telles que l'asthme, la polyarthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires de l'intestin et les maladies auto-immunes, qui sont toutes associées a une

expression accrue des géenes inflammatoires (Barnes, 1998).
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2. Douleur

2.1. Définition de la douleur

La douleur est définie par I’association internationale pour 1’étude de la douleur (IASP, 1996)
comme étant une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une lésion
tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en ces termes (Bouhassira et Calvino, 2009).

Cette définition nécessite des explications supplémentaires car elle englobe certains concepts
importants. La douleur est une expérience subjective, difficile & mesurer. Cela nécessite de la
conscience. Décrire la douleur comme une expérience sépare la douleur de la nociception.
La nociception est le processus neural impliquant la transduction et la transmission d'un
stimulus nocif au cerveau via une voie douloureuse. La douleur résulte d'une interaction
complexe entre les systemes de signalisation, la modulation a partir des centres supérieurs et

la perception unique de l'individu (Steeds, 2016).

2.2. Voies de la douleur
On peut schématiser la transmission d’un stimulus nociceptif de la périphérie au systeme
nerveux central par ’activation successive de trois neurones :
e Le neurone nocicepteur transmet I’information du site de stimulation (peau, muscle,
articulation) jusqu’a la moelle épiniére.
e Le deuxiéme transfére cette information au thalamus par le tractus spinothalmique.
eLe dernier relais transmet I’information du thalamus au cortex somatosensoriel

primaire (Perruchoud et al., 2017).

2.3. Classification et types de douleurs

Les douleurs sont généralement classées en quatre groupes :
e Nociceptive: douleur aigue transitoire résultant de 1ésions tissulaires et de 1’activation
des nocicepteurs (par exemple: fracture ou entorse).
e Inflammatoire: elle résulte d’une hypersensibilité secondaire a une 1ésion tissulaire
ou a une inflammation. Elle peut étre aigue ou chronique.
e Neuropathique: associée a une Iésion ou une atteinte du systéme nerveux somato-
sensoriel.
e Dysfonctionnelle: douleur chronique dont I’origine n’est a priori ni une inflammation,

ni une Iésion nerveuse évidente (Perruchoud et al., 2017).
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2.4. Médicaments antalgiques

L’organisation mondiale de la santé (OMS) répartit les antalgiques efficaces sur les douleurs

nociceptives en trois niveaux :
elLe niveau | regroupe les antalgiques utilisés pour calmer les douleurs légeres a
modeérées : essentiellement 1’aspirine, le paracétamol et les antalgiques dérivés des anti-
inflammatoires (Queneau et Ostermann, 1998). Se sont des médicaments d’action
périphérique et/ou centrale (Negre et Beloeil, 2015).
elLe niveau Il comprend les morphines faibles, utilisés pour calmer les douleurs
modérées a séveres et /ou celles qui ont résisté aux antalgiques de niveau | : codéine et

dextropropoxyphene, deux molécules volontiers employées en association avec le

paracétamol;
elLe niveau IIl réunit les morphiniques forts, utilisés pour calmer les douleurs
intenses, aigues et surtout chroniques, rebelles aux antalgiques de niveau I, liées au

cancer, au sida, ainsi qu’a d’auteurs maladies trés douloureuses (Queneau et

Ostermann, 1998).

2.5. Sensibilisation centrale et périphérique

2.5.1. Sensibilisation périphérique

Dans la taxonomie de I'ASP, la sensibilisation périphérique correspond a une augmentation
de la réactivité des neurones nociceptifs (nocicepteurs) et a une diminution de leur seuil
d'excitabilité, en réponse a une stimulation dans leur champ récepteur. Cette augmentation de
la réactivité résulte du phénomene de sensibilisation périphérique. Ce phénoméne est dit
périphérique car il consiste en une modification du comportement des neurones en périphérie,
c'est-a-dire au niveau des tissus. Cette sensibilisation apparait suite a une agression, ou

certaines stimulations, et a pour finalité de protéger les tissus Iésés et non lésés.

2.5.2. La sensibilisation centrale

Définition D'apres I'ASP, la sensibilisation centrale correspond a une augmentation de la
réponse des neurones du systeme nerveux central a des stimuli d'intensité normale ou sous
liminaire. Cette définition indique que la transmission de l'information nociceptive est plus
efficace suite a I'augmentation de I'excitabilité neuronale, au renforcement de I'efficacité de la
transmission synaptique et a la levée d'inhibition au sein des circuits nerveux nociceptifs. La

sensibilisation centrale apparait a la suite de stimulations nociceptives particulierement
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intenses, répétées ou prolongées, en condition physiologique ou en situation pathologique lors
d'une inflammation prolongée ou d'une lésion nerveuse (Osinski et al., 2017).
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3. Fiévre

3.1. Définition de la fievre

La fiévre survient souvent en réponse a une infection, une inflammation et a un traumatisme.
La Commission de la physiologie thermique de 1’Union Internationale des Sciences
Physiologiques a défini en 2001 la fiévre en tant qu'état de température centrale élevée, qui est
souvent, mais pas nécessairement, partie des réponses défensives d'organismes
multicellulaires (héte) a l'invasion des micro-organismes ou de matiéres inanimées reconnues
comme pathogeénes ou étrangéres par I'hote (Ogoina, 2011).

Elle reflete une élévation de la température du thermostat hypothalamique. Elle fait partie de
mécanismes de défense plus complexes constituant la réaction inflammatoire aigué. La fiévre
est différente de I’hyperthermie qui, elle, correspond a une élévation de la température
corporelle ne dépendant pas de la commande hypothalamique et reflétant une dysrégulation
des mécanismes périphériques de perte et (ou) de production de chaleur (Kaplanski et
Marin, 2002).

3.2. Substances pyrogenes
La fievre résulte de I’augmentation de la température du thermostat hypothalamique sous
I’effet de substances sanguines dites pyrogenes. On distingue des pyrogeénes exogenes et
endogenes.
ePyrogenes exogenes
Ce sont des substances qui ne proviennent pas de I’hote, mais des microorganismes qui
I’infectent. Le pyrogeéne exogene le plus étudié¢ est le lipopolysaccharide (LPS) (ou
endotoxine), produit par toutes les bactéries Gram négatives.
Les pyrogénes exogenes induisent un état fébrile chez I’hote, soit directement (LPS),
soit surtout en activant la production de pyrogénes endogenes par les cellules de 1’hote.
ePyrogenes endogenes
Les leucocytes produisent des pyrogénes dits endogénes. Il s’agit en fait de protéines
solubles appartenant toutes a la vaste famille des cytokines. Les plus importantes sont
I’interleukine (IL)-1 o/, et leTNF-0, mais aussi la lymphotoxine (LT o), les interférons,

en particulier 'TFN a, et I'IL-6 (Kaplanski et Marin, 2002).
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3.3. Thermorégulation

Chez les individus en bonne santé, la température corporelle varie en fonction de plusieurs
facteurs environnementaux et biologiques tels que I'neure de la journée, le site de mesure de la
température, le niveau d'activité physique, I'age, le sexe et la race, entre autres.

Selon des preuves récentes, la tempeérature centrale est régulée par diverses boucles
thermoeffecteurs relativement indépendantes. Cependant, la région pré-optique de
I'nypothalamus antérieur est toujours considérée comme le principal centre de
thermorégulation du systeme nerveux central ou les signaux de température générés de
maniére périphérique et centrale sont recus et intégrés. La région pré-optique comprend des
neurones thermosensibles, a savoir des neurones sensibles au chaud et au froid, qui sont
activés ou inhibés en réponse aux changements de température.

Dans les environnements froids, la stimulation des neurones sensibles au froid conduit a
I'activation des mécanismes de gain de chaleur et a la prévention des pertes de chaleur
(vasoconstriction cutanée, piloérection, diminution de la transpiration, contraction musculaire
accrue, thermogenése non frissonnante, etc).

Dans les environnements chauds, la stimulation des neurones chauds entraine l'activation des
mécanismes de perte de chaleur et [linhibition des mécanismes de gain de chaleur
(transpiration, enlévement de vétements ou recherche d’environnements froids).

En fin de compte, la température corporelle est maintenue dans une limite régulée normale
grace a un équilibre délicat entre la perte de chaleur et le gain de chaleur (Ogoina, 2011).

La fievre qui accompagne de nombreuses réactions inflammatoires peut s’expliquer par
I’action directe sur les centres thermorégulateurs hypothalamiques de substances pyrogenes
provenant de I’agent agresseur, par exemple le LPS des bactéries a Gram négatif. Plus
souvent, ce sont des cytokines pyrogenes synthétisées dans le contexte de la réaction
inflammatoire qui interviennent. Ces cytokines agissent sur certaines structures endothéliales
de I’hypothalamus ou elles déclenchent la sécrétion de prostaglandines (PGE2). A son tour,
cette ¢lévation de la PGE2 ¢leve le thermostat de I’hypothalamus et va agir sur les centres

cérébraux qui contrélent la thermorégulation (Blétry et al., 2006).
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3.4. Médicaments antipyrétiques

Trois médicaments sont actuellement proposés comme antipyrétiques: 1’aspirine, le

paracétamol et I’ibuprofene
e Aspirine: L’acide acétyl salycilique ou aspirine est dérivé de I’acide salicylique.
L’effet antipérytique de I’aspirine est principalement li¢ au blocage de la synthese de la
prostaglandine PGE2 par I’inhibition de la cyclo-oxygeénase.
eParacétamol: Le paracétamol est trés utilisé comme antipyrétique chez 1’enfant.
L’action du paracétamol se situe €également au niveau des prostaglandines. Cependant, il
n’a aucune activité anti-inflammatoire et ses deux seuls effets sont antipyrétiques et
antalgiques. La toxicité du paracétamol est hépatique, un surdosage (100-150mg/kg/j)
provoquant une nécrose hépatique.
e Ibuprofene: L’ibuproféne est un anti-inflammatoire non stéroidien ; il a une activité

antipyretique et antalgique prouvée. 1l a les effets des AINS (Bégué et Astruc, 1999).
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Chapitre 1. Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Réactifs

Standards phénoliques, antioxydants synthétiques, réactif de Folin-Ciocalteau, Tween 40
(Monopalmitate de polyoxyéthyléne sorbitane) et lambda carragénine ont été obtenus aupres
de sigma (Allemagne). DPPH (2,2-diphényl-1-picryl hydrazyl), Acide linoléique et R-
carotene ont été obtenus auprés de Fluka (France). Tous les solvants, les sels et les autres

produits utilisés sont de grade analytique.

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Matériel végétal

La partie aérienne de J. thurifera et F. xanthoxyloides constitue le matériel végetal de
I’étude. La collecte de ces deux especes a été effectuée a la fois a Thniet EI Abed pour J.
thurifera et Oued Taga pour F. xanthoxyloides situés tous les deux dans les Aurés.
L’identification botanique a été réalisée par le Professeur Oudjhih (Institut des sciences
agronomiques et vétérinaires, université Batnal). La partie récoltée a été séchée a I’ombre et

a température ambiante puis conservée a 1’abri de la lumiére pour utilisation ultérieure.

1.2.2. Animaux

Des rats de type Albino Wistar de l'un ou l'autre sexe pesant entre 150-250 g fournis par
l'institut Pasteur d’Alger ont été utilisés pour 1’évaluation de I’activité biologique in vivo.

Les animaux sont sains et les femelles ne sont pas gravides.

Les animaux ont été maintenus dans des conditions bien contrblées (température de 22+2 °C,
humidité relative de 50% et un cycle photopériodique de 12 h / 12 h) et ont recu de la
nourriture standard et de l'eau ad libitum. Les animaux sont laissés 7 jours afin de s'adapter
aux conditions de l'animalerie. La nourriture est retirée la veille de I'expérience tout en
gardant un acces libre a I'eau.

Tout au long des expériences, les animaux ont été traités conformément aux lignes directrices
éthiques de l'organisation de coopération et de développement économiques (OCDE)

suggerées pour le soin des animaux de laboratoire.
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2. Méthodes

2.1. Analyse phyto-chimique

2.1.1. Préparation des extraits

Le matériel végeétal broyé a été soumis a une extraction par macération successive par 3
solvants organiques de polarité croissante selon le protocole cité par Diallo et al., (2004).
Une quantité de 100 g de la poudre séche est d’abord macérée dans 600 ml d’hexane. Apres
24h d’agitation mécanique douce a température ambiante et a I’abri de la lumiére, le mélange
est filtré et concentré sous pression réduite au rotavapor. Le marc a été repris avec le
dichloromethane, puis avec le méthanol (conformément a la technique citée ci-dessus). La
série d’extraction nous a permis d’obtenir trois extraits ; I’extrait hexanique (EHXx), extrait
dichlorométhanique (EDm) et I’extrait méthanolique (EMe) (Figure 8).

Les extraits obtenus ont éte stockés a I'obscurité a 4 °C jusqu'a utilisation ultérieure.

Le rendement de I’extraction est calculé selon la relation suivante :

Rendement (%)= (PE/ PM) %100 (Falleh et al., 2008).

Ou:

PE: Poids de I’extrait sec apres évaporation du solvant;

PM: Poids sec du matériel végétal.
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Poudre végétale + Hexane

Agitation, Filtration

Concentrationa 30 ° C

| |

Extrait Hexanique (EHX) Marc + Dichlorométhane

Agitation, Filtration

Concentrationa 30°C

v A 4

Extrait Dichlorométhanique (EDm) Marc + Méthanol

Agitation, Filtration

Concentrationa 40°C

A

A 4

Extrait Méethanolique (EMe)

Marc

Figure 8. Schéma d’extraction par macération successive

(Diallo et al., 2004).

2.1.2. Tests préliminaires

Les tests chimiques de caractérisation sont des tests simples, dont le but est la mise en
évidence de certains métabolites secondaires contenus dans I’extrait des plantes. La
révélation de ces composés chimiques est basée sur la formation de complexes insolubles en
utilisant des réactions de précipitation ou sur la formation des complexes colorés en utilisant

les réactions de changement de couleur (Amalich et al., 2016).
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eFlavonoides
La caractérisation des flavonoides a été réalisée en ajoutant quelques gouttes d’une solution
d'hydroxyde de sodium (NaOH) diluée a I’extrait aqueux des deux plantes. L’apparition
d’une couleur jaune intense qui va disparaitre aprés 1’ajout de quelques gouttes d'acide

sulfurique(H2SO4) dilué indique la présence des flavonoides (Alabri et al., 2013).

eTanins
Apres filtration de I’extrait aqueux obtenu par ébullition de 0,5 g du matériel végétal dans 20
ml d'eau distillée, quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls 1%) ont été ajoutées.
L’apparition d’une couleur bleue noiratre ou brune verdatre signifie la présence de tanins

(Chugh et al., 2012).

eSaponines
Un extrait aqueux a été obtenu par ébullition dans un bain-marie de 2 g de la poudre végétale
dans 20 ml d'eau distillée. Apres filtration, 5 ml d’eau distillée ont été rajoutés a 10 ml de cet
extrait. La formation d'une mousse plus ou moins important aprés agitation vigoureuse

indique la présence des saponines (Chugh et al., 2012).

eMucilages
Pour 1 g de poudre végétale, 100 ml d’eau distillée ont été ajouté. Apres ébullition et
filtration, le volume de I’extrait obtenu a ¢été ajusté jusqu’a 100 ml. L’apparition d’un
précipité floconneux aprés 1’ajout de 5 ml d’éthanol absolue a 1 ml du filtrat indique la

présence des mucilages (Daoudi et al., 2016).

2.1.3. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu
selon la méthode cité par Wong et al., (2006). La méthode est simple, reproductible et
utilisée dans de nombreuses études. Elle repose sur le transfert d'électrons des composés
phénoliques vers le réactif de Folin-Ciocalteu dans un milieu alcalin (Li et al., 2013).

Un volume de 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés & 1ml du
réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 4

minutes.
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Aprés I’incubation 800 pl d’une solution de carbonate de sodium Na>COs (75 g/l) ont éteé
ajoutés. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a
température ambiante. L'absorbance de tous les extraits a été mesurée par un
spectrophotometre UV-Visible a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique a différentes
concentrations et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg).

2.1.4. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane et al., (2006) a été utilisée
pour quantifier les flavonoides. Pour un millilitre de chaque extrait ou du standard
(dissous dans le méthanol) un volume égal d’une solution d’AICl; (2% dans le méthanol) a
été ajouté. Le mélange a été vigoureusement agite et I'absorbance a 430 nm a été lue apres
10 minutes d’incubation.

La quantification des flavonoides a éte faite a 1’aide d'une courbe d'étalonnage linéaire
réalisée avec la quercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions que les
échantillons. Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

2.1.5. Dosage des tanins condenseés

Le dosage des tanins condenses est effectué selon la méthode de Heimler et ses
collaborateurs (2006) avec modifications. Le test vanilline- HCI concentré est un test trés
reproductible et sensible pour I'estimation des flavanols, y compris les catéchines et les
proanthocyanidines (Taviano et al., 2011). Le principe de ce dosage est basé sur la capacité
de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés et la formation de complexes
colorés qui absorbent a 500 nm (Schofield et al., 2001). La réactivité de la vanilline avec les
tanins n’implique que la premiére unité du polymére (Ba et al., 2010).

Pour 400 pl de I’échantillon ou du standard, 3ml d’une solution de vanilline (4%) et 1,5 ml
d’acide hydrochlorique concentré ont été ajoutés. L’absorbance des échantillons a été
mesurée par un spectrophotometre a 500 nm apres incubation pendant 15 min.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions expérimentales

en utilisant la catéchine afin de quantifier les tanins condensés dans les différents extraits.
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1.2.1.6. Analyse chromotographique par HPLC

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les échantillons
exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques séparatives. L’HPLC
est sans doute la technique analytique la plus utile pour caractériser les composes
polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Un volume de 20 ul de chaque extrait a été injecté sur une colonne de type phase inverse
AgilentZorbax SB-C18 (150x4, 6 mm de dimensions, Sum de porosité). Le débit d’injection
a été maintenu a 0,5 ml/min. La phase mobile est constituée d’acétonitrile (Solvant A) et une
solution d'acide sulfurique dans 1’eau ultra-pure (0,2 %) (Solvant B). L’¢élution appliqué est de
type gradient étalé sur 28 min. La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une
longueur d’onde égale 254 nm. Les analyses ont été effectuées en triple a température de 35°
C (Falah et al., 2008).

Le programme d’élution était comme suit:

0-12 min : 15% A/ 85% B

12-14 min : 40% A/ 60% B

14-18 min : 60% A/ 40% B

18-20 min : 80% A/ 20% B

20-24 min : 90% A/ 10% B

24-28 min : 100% A

Les composes contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés par la comparaison des

temps de rétention obtenus par ceux des témoins.

2.1.7. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la technique d’hydrodistillation en
utilisant un appareil de type clevenger.

Les échantillons des plantes séchées ont été soumis a une hydrodistillation pendant 5 heures.
Apres condensation, I’huile essentielle a été séparée par décantation et afin d’éliminer toute
trace d’eau, I’huile essenticlle a été séchée par le sulfate de magnésium (MgSO.) anhydre,
porté & 100 C° pendant une heure. L’huile essentielle obtenue est stockée a 4 C° dans
I’obscurité (Ramdani et al., 2013).

Le rendement en huile (%) basé sur le poids sec des échantillons a été calculé comme suit :

Rendement (%)=(le poids des huiles obtenu aprés séchage/poids de la matiere séche)*100
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2.1.8. Analyse chromatographique (GC / MS)

La chromatographie en phase gazeuse (CG) est une technique de séparation
chromatographique basée sur la difference dans la répartition des constituants des
échantillons entre deux phases. La phase mobile est un gaz vecteur qui passe a travers la
phase stationnaire contenue dans une colonne. Elle est applicable aux substances ou a leurs
dérivés qui seront volatiles aux températures utilisées (European Pharmacopoeia, 2013).
Les composés qui entre dans la composition des huiles essentielles extraites ont été identifies
a I’aide de la chromatographie en phase gazeuse (GC) et la chromatographie en phase gazeuse
- spectrométrie de masse (GC / MS) selon le protocole présenté par Mansouri et al., (2010).
Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse
a régulation électronique de pression, équipé d’une colonne capillaire HP-5 (5 % phényl-
méthyl-siloxane); (30 m x 0.25 mm, épaisseur du film : 0.25 um) et un détecteur a ionisation
de flamme alimenté par un mélange de gaz H2/Air. Le gaz vecteur utilisé est I’azote avec un
débit de 1.7 ml/min. L’appareil est équipé aussi d’un injecteur PVT (tempeérature de
vaporisation programmée) de type Split-splitless. Le mode d’injection est Split (fuite : 1/50,
débit : 66 ml/min). Le volume injecté est de 1 uL. La température de la colonne est
programmée a une vitesse de 4 ° C /min de 50 a 200 ° C pendant 5 min. L’appareil est piloté
par un systéme informatique gérant le fonctionnement de 1’appareil et permettant de suivre
I’évolution des analyses chromatographiques.

L’identification des constituants a été réalisée en se basant sur la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS). La fragmentation est effectuée par
impact électronique sous un champ de 70 eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire
type HP-5 SM (5 % phényl-méthyl-siloxane) ; (30 m x 0.25 mm, épaisseur du film : 0,25
um). La température de la colonne est programmée de 50 a 200 °C a raison de 4 ° C/min. Le
gaz vecteur est ’hélium dont le débit est fixé a 1.5 ml/min. Le mode d’injection est Split
(rapport de fuite : 1/70, débit 112 ml/min). L appareil est piloté par un systeme informatique

gérant une bibliothéque de spectres de masse.
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2.2. Activité biologique
2.2.1. Activité antioxydante
2.2.1.1. Test au DPPH

eln vitro
L'activité du balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre stable
DPPH (C1sH12Ns06). Cet essai est l'un des essais principaux employés pour explorer
I'utilisation des extraits d'herbes comme antioxydants (Markowicz Bastos et al., 2007).
La réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette caractéristique
de la solution de DPPH a la couleur jaune (Bentabet et al., 2014).
Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par l'antioxydant (AH) selon la réaction
suivante:

DPPH + AH — DPPH-H + A" (Celiktas et al., 2007a).

L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-
Lutz et al., 2008). Un volume de 25 ul de chaque solution méthanolique des extraits a
différentes concentrations a eété ajouté a 975 pl de la solution méthanolique de DPPH (2.4
mg/100 ml de méthanol). Parallelement, un contrdle négatif a été préparé en mélangeant 25 ul
de méthanol avec 975 ml de la solution méthanoliqgue de DPPH. Aprés agitation par un
vortex, les tubes ont été placés a I'obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La
lecture a été effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm. Le contrdle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard la tert-butylhydroquinone (TBHQ).
En présence d’un antioxydant la force d'absorption est diminuée et la décoloration résultante
est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Markowicz Bastos et
al., 2007).
Les résultats peuvent étre exprimés en tant que I’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des
radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante:
% inhibition = [ (ADbS controle négatit —ADS Echantition) [/ADS controle negatif X 100 (Lu et al., 2011).
Ou
% : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire;
ADS Echantillon : Absorbance de I'échantillon aprés 30 min;
ADS contrale negatif : Absorbance du contréle négatif apres 30 min.
Pour une meilleure expression des résultats de I’effet anti-radicalaire des différents extraits,

trois paramétres ont été calculés (Kroyer, 2004).
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La concentration inhibitrice a 50% (1Cso)

L’IC50 est un parametre largement appliqué pour évaluer l'activité antiradicalaire d’un
¢échantillon. Il détermine la concentration efficace de I’extrait antioxydant nécessaire pour le
piegeage et la réduction de 50% des molécules de DPPH en dissolution dans du méthanol.

La concentration effective a 50% (ECso)

C’est un parametre qui prend en considération la concentration de DPPH initialement utilisée
dans le milieu réactionnel.

Concentration effective a 50%, CE50 = (IC50/mg de DPPH/mI).

Plus les valeurs d’CEso sont basses, plus la capacité anti-radicalaire est importante.
Pouvoir anti-radicalaire (APR)

Il est inversement proportionnel a l’EC50

Plus les valeurs d’APR sont importantes, plus l'antioxydant est efficace.

Pouvoir anti-radicalaire (APR) = (1/ CE50)*100.

elnvivo
L’évaluation de D'effet des extraits méthanoliques des deux plantes sur la capacité
antioxydante plasmatique vis-a-vis le radical DPPH été déterminée selon la méthode de
Hasani et ses collaborateurs (2007).
Un volume de 50 puL du plasma est additionné a 950 uL de la solution méthanolique de DPPH
(2.4 mg/100ml). Apres agitation et incubation pendant 30 min a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance a été mesurée a 517 nm.
Selon Janaszewska et Bartosz, (2002) une centrifugation est nécessaire avant la mesure de
I’absorbance, afin d’éliminer les précipités qui ont été formé dans les mélanges réactionnels.
Le pouvoir antioxydant plasmatique est calculé conformément a la relation citée dans
protocole du test de DPPH effectué in vitro.
Les plasmas utilisés dans ce test sont issus des rats. Ces derniers ont été répartis en trois
lots. Chaque lot contient 5 animaux de poids homogene. Pendant 28 jours les rats ont été
gavés quotidiennement par :

Lot I (Témoin): regoit une solution d’eau physiologique a la dose de 10 ml/ kg (p.c);
Lot Il (Traité): recoit ’'EMeJT a la dose de 400 mg/kg (p.c);

Lot 111 (Traité): recoit 'EMeFX a la dose de 400 mg/kg (p.c);
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Apres 28 jours, un prélévement sanguin a été réalisé. Afin de récupérer les plasmas, une
centrifugation du sang (3000 tpm) pendant 10 min a été effectuée. Les plasmas obtenu ont

été aliquotés dans des eppindorfs et conservé a —20°C pour une utilisation ultérieure.

2.2.1.2. Test de blanchiment du p- Carotene
Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par la mesure de l'inhibition des
composés organiques volatils et les hydroperoxydes conjugués diéne résultant de ’oxydation
de I’acide linoléique (Tepe et al., 2006), qui attaquent (oxydent) simultanément le B- caroténe
et ayant comme résultat le blanchiment du B-caroténe et la disparition de sa couleur jaune
(Deba, 2008).
Premié¢rement 0.5 mg de B - carotene ont été dissous dans 1 ml de chloroforme. La solution
du p-carotene-chloroforme a été introduite dans un ballon contenant 25 ul d’acide linoléique
et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été éliminé de cette mixture en utilisant un bain
marie.
Par la suite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygeéne ont été ajoutées lentement avec agitation
vigoureuse. 2.5 ml de cette nouvelle solution sont transférées dans des tubes contenant au
préalable 350 ul de chaque échantillon (2mg/ml dans le méthanol).
L’absorbance a ¢été immédiatement mesuré seulement pour le butylhydroxytoluene (BHT) a
490 nm. Autres lectures sont mesurées a différents intervalles de temps (2 h, 4 h, 6 h, 12 h, et
48 h) (Tepe et al., 2006; Kartal et al., 2007).
L’activité anti-oxydante des extraits est comparée avec celles du témoin et du controle
négatif. L’activité anti-oxydante relative aprés 48 heures est calculée selon la relation
suivante :

AAR = (Abs Echantiion/ Abs grT) X 100
Ou :
AAR : Activité anti-oxydante relative;
ADS Echantilion : Absorbance de 1’échantillon aprés 48 heures;
Abs sHT : Absorbance du BHT aprés 48 heures.
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2.2.1.3. Ferric reducing antioxydant power (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des deux plantes a été déterminé selon la
méthode d'Oyaizu (1986) cité par Yi et al., (2008).

Dans des tubes contenant 1 ml des solutions des  extraits a différentes concentrations sont
ajoutés 2.5 ml d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Les mélanges obtenus ont été incubé a 50 °C
pendant 20 min. Ensuite, 2.5 ml d’acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés pour bloquer
la réaction. Enfin 2.5 ml du mélange réactionnel ont été mélangés avec 2,5ml d’eau distillée
et 0.5 ml d’une solution aqueuse de FeClz a 0.1% fraichement préparée.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm. L'hydroxyanisol butylé

(BHA) est utilisé comme contr6le positif.

2.2.2. Activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu
geélosé standardisee par (NCLLS) cité par (Celiktas et al., 2007b).

NCCLS: (National committe for clinical laboratory standards).

e | es souches testées
Les souches microbiennes suivantes ont été testées :
3 souches de réferences : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été utilisées pour tester 1’effet des extraits
de F. xanthoxyloides, I’huile essentielle et les extraits de J. thurifera
Les souches issues a partir des prélevements des malades :
Proteus mirabilis BLSE, Klebsiella pneumoniae BLSE, et Acineto bacter baumannii ont été
utilisées pour tester ’effet des extraits de F. xanthoxyloides:
Klebsiella pneumoniae BLSE et Enterobacter sp (BLSE) ont été utilisées pour tester I’effet
des extraits de J. thurifera.
Klebsiella pneumoniae BLSE, Enterococcus feacalis et Candida albicans 2 ont été utilisees
pour tester 1’effet de I’huile essentielle de J. thurifera:
ATCC: American type culture collection;

BLSE: Béta lactamases a spectre élargi.
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ePréparation des solutions
Les extraits ont été repris avec le Dimethyl sulfoxyde (DMSO). Des dilutions en série de 1/2 a

1/16 ont été ensuite préparées pour obtenir des concentrations de 62.5 a 500 mg/ml.

ePréparation de I’inoculum bactérien
Chaque souche a été ensemencée en stries sur une gélose non inhibitrice (gélose nutritive)
pour obtenir des colonies isolées. Aprés incubation de 24 heures a 37 °C, 4 a 5 colonies bien
isolées ont été choisies avec une anse de platine et transférées dans un tube de solution d’eau
distillée stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de

McFarland 0.5 (106 UFC/ml).

eEnsemencement
Dans les 15minutes suivant I’ajustement de la turbidité de la suspension, un écouvillon a été
trempé dans la suspension pour étaler I'inoculum sur la surface et la périphérie de la gélose
(Mueller Hinton), afin d’avoir une distribution uniforme de I’inoculum. L’ensemencent a

été effectué trois fois tout en tournant la boite environ 60° aprés chaque application.

e Incubation
Les disques stériles imprégnés par des concentrations croissantes d’extraits a raison de 10 pl
par disque (Ngameni et al., 2009), ont été déposés stérilement a 1’aide d’une pince sur la
surface de la gélose. Des témoins imbibés par le DMSO ont été prépares pour utilisation
comme témoins négatifs. Pour le développement du germe en question les boites ont été
incubées 24 h a 37 °C en atmosphere normale.
L’activité antifongique des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé cité par Sacchetti et al., (2005) et Rasooli et al., (2008).
Les cultures-mére ont été développées sur une gélose approprié (Sabouraud avec
chloramphénicol et I’actidione), afin d’inhiber la croissance des ¢léments de la flore
bactérienne contaminante et d'atteindre la phase stationnaire de la croissance.
Les disques stériles imprégnés de différentes concentrations d’extraits a raison de 10 pl par
disque, ont été déposes stérilement sur la gélose Sabouraud, ensemencé au préalable par la
suspension microbienne (108 spores/ml).  Les levures ont été incubées 48 h a 37 °C en en
atmospheére normale.
L’activité antifongique a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition,

déterminé par les différentes concentrations des différents extraits.
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2.2.3. Test de la toxicité

2.2.3.1. Test de toxicité aigué

La toxicité aigué par voie orale a été réalisée selon les directives de 1’Organisation de
Coopération et de Développement Economique (OCDE-423, 2001). Les rats des lots traités
ont recu des concentrations données de I'EMe des deux plantes dont la concentration
maximale est de 2000 mg/Kg.

Les rats ont été mis a jeln pendant une nuit avec un acces libre a I'eau. Les rats (femelles)
utilisées ont été réparties en trois lots. Chaque lot contient cing rats de poids homogeéne.

Les extraits ont été dissous dans I’eau physiologique et administrés via gavage 10 ml/kg (p.c)
a une dose unique (la dose initiale choisie était de 500 mg/kg).

Les rats des différents groupes ont été traités comme suit:

Lot I (Témoin): recoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml/kg (p.c);

Lot Il (Traité): regoit 'EMeJT dont la dose maximale égale a 2000 mg/kg (p.c);

Lot 111 (Traité): recoit ’EMeFX dont la dose maximale égale a 2000 mg/kg, (p.c).

Les rats ont été maintenus sous observation pendant 48 jours aprés I’administration des
extraits. Ces observations concernaient les changements du comportement genéral, des signes
de toxicité et du taux de mortalité (Akkol et al., 2009; Amezouar et al., 2013).

Une attention particuliére est imposée pendant les premieres 4 heures apres I'administration

des extraits.

2.2.3.1. Test de toxicitée subaigué

Le test de toxicité subaigué a éte effectue en suivant les recommandations de l'organisation
mondiale de la santé et a la ligne directrice de I'Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (407) pour I'examen des produits chimiques décrites par Das
et ses collaborateurs (2015).

Les rats des différents groupes ont recu par voie orale toutes les 24 h les traitements cités ci-
dessous pendant 28 jours:

Lot I (Témoin): regoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml /kg (p.c);
Lot Il (Traité): recoit PEMeJT a la dose 400 mg/kg (p.c);

Lot Il (Traité): recoit 'EMeFX a la dose 400 mg/kg (p.c).
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Les rats ont été pondérés quotidiennement et des observations ont été faites deux fois par jour
(avant et apres administration des extraits) pour noter les taux de mortalité et les changements
de comportement général et toute altération possible de la coloration des selles et des urines.
A la fin de I'expérience (28 jours), les rats ont été anesthésiés, sacrifiées et des échantillons de
sang ont été prélevés pour le dosage des paramétres hématologiques et biochimiques.

L’effet des extraits sur les poids corporels, poids relatifs des organes et quelques paramétres

biochimiques, hématologiques et histologiques ont été évalués.

e[ e poids corporel
Le poids corporel de chaque rat a été pris pendant la période d'acclimatation, avant le
traitement, une fois par semaine pendant la période du traitement et finalement le jour du
sacrifice (Das et al., 2015).

e[ es poids relatifs des organes prelevés
Les organes (foie, cceur et les reins) ont été soigneusement prélevés et pesés.
Les poids relatifs des organes de chaque rat a été calculé selon la formule cité par Das et al.,
(2015).
Poids relatif des organes = (PAO x 100) / PCS
Ou:
PAQO: Poids absolu de I'organe (g);

PCS: Poids corporel du rat au jour du sacrifice (g).

ePrélévement sanguin
A la fin de la durée du traitement, tous les animaux survivants ont été mis a jeun pendant une
nuit et anesthésiés avec de I'éther diéthylique. Le prélevement du sang a €té réalisé a travers
lesinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des animaux. Les échantillons du sang ont
été recueillis dans deux types de tubes. Les tubes EDTA ont été utilisés pour les analyses
hématologiques, tandis que les tubes héparines pour les analyses biochimigues (Das et al.,
2015).
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el es parametres biochimiques

Les tubes EDTA ont été préalablement centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 min afin de
récupérer le plasma et le conserver pour son utilisation ultérieure pour les analyses
biochimiques.

Les paramétres (I’aspartate transaminase (AST), ’alanine transaminase (ALT), la phosphatase
alcaline, le cholestérol, la glycémie, les triglycérides, 'urée et la créatinine) ont été dosés en
utilisant un automate (KENZA Biochimis Try cod.RM 2030-18, kits commerciaux Spinreact,
Espagne).

e|_es parametres hématologiques
L’analyse hématologique (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)

est effectuée immédiatement en utilisant un automate type Genius KT-6400.

eExamen histologique
Les organes internes des animaux (reins et foie) ont été delicatement prélevés, lavés avec de
I’eau physiologique et conservés dans une solution de formaldéhyde a 10%.
Apres préparation des blocs d’organes, des coupes trés fines ont été réalisées et placées sur
des lames pour coloration. Les lames ainsi colorées sont couvertes de lamelles et prétes a
I’observation microscopique (Optica Microscopes Italy DM-25). Des images numériques ont

été réalisées par une caméra associée au microscope (Cam Optica 4083. B5).

2.2.4. Activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire de PEMe de J. thurifera et ’'EMe de F. xanthoxyloides

administré par voie orale a été évaluée par deux tests d’inflammation aigué.

2.2.4.1. La pleurésie induite par la carragénine chez les rats

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par le test de la pleurésie induite chez des rats
par ’injection intra-pleural de A carragénine (1%) selon le protocole décrit par Moore,
(2003), Nardi et al., (2007), Batista et al., (2014).

Les rats ont été répartis en 7 lots, chaque lot contient 5 rats poids homogeéne.
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Le diclofenac est I’anti-inflammatoire non stéroidien qui a été utilisé comme référence a une
dose égale a 10mg/kg (Batista et al., 2014).

Les traitements des différents lots ont été comme suit :

Lot I et Il (Contrble négatif et positif): recoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10
ml/kg (p.c);

Lot 111 (Référence): recoit une solution de diclofénac a la dose de 10 mg/kg (p.c);
Lot IV et V(Traité): recoit ’EMeJT aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement;
Lot VI et VII (Traité): recoit PEMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement.

Une heure aprés le gavage, 0.2ml (Nardi et al., 2007) d’une solution saline de la carragénine
type lambda (1%) ont été injecté dans la cavité pleurale au niveau du cinquiéme-sixiéme
espace intercostal pour tous les rats sauf ceux du lot contr6le négatif qui ont été injectes par
de I’eau physiologique stérile au lieu de la carragénine.

Aprés quatre heures d’injection de la carragénine les rats ont été euthanasiés. La cage
thoracique a été ouverte avec prudence et la cavité pleurale a été rincée avec 1ml d’une
solution saline tamponnée au phosphate hepariné (PBS).

Les exsudats qui se sont formés ont été recupéré par aspiration. Tous les exsudats
contaminés par le sang ont été rejetés. Le volume total du liquide a été mesuré en soustrayant
le volume injecté du volume récupéré.

La solution Tirck a éte utilisée pour diluer les exsudats afin de calculer le nombre des
polymorphonucléaires neutrophiles (PMNSs). Aprés la mise en place des exsudats dilués dans
des cellules de malassez, le comptage a été réalisé a 1’aide d’un microscope optique (Optica
Microscopes Italy DM-25). Les résultats ont été exprimés en tant que nombre de neutrophiles

par ml d'exsudat pleural.

2.2.4.2. (Edeme de I’oreille induit par le xyléne

L’effet anti-oedémateux des deux extraits a été évalué selon le protocole décrit par Adeyemi
et ses collaborateurs (2008).

Le principe de ce test c’est I’induction d’un cedéme par une application locale du xyléne sur
I’oreille du rat et le calcul du diameétre de la zone cedémateuse.

Les rats ont été répartis en 6 lots qui ont éte traités comme suit:
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Lot I (Témoin): regoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml/kg (p.c);

Lot Il (Référence): recoit une solution de diclofénac a la dose 10 mg/kg (p.c);

Lot Il et IV (Traité): recoit PEMeJT aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement;
Lot V et VI (Traité): recoit 'TEMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement.

Une demi-heure aprés ’administration des différents traitements, 1’cedéme a été induit par
application locale de 0.03 ml de xyléne sur la face interne et externe de l’oreille droite de
chaque rat. Le pied a coulisse digital a été utilisé pour mesurer I’épaisseur de 1’oreille avant
et deux heures aprés 1’induction de 1’cedéme (Delaporte et al., 2004).

Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation a été calculé selon la formule suivante:
Inhibition (%)= (Eptémoin — EPTrait¢ / EPTémoin) X 100

Ou:

Eptemoin : Différence de I’épaisseur de 1'oreille des rats du groupe témoin avant et apres
I’application du xylene.

EpTrite : Différence de 1’épaisseur de 'oreille des rats des groupes traités (médicament et

extraits) avant et apres 1’application du xyléne.

2.2.5. Activite antalgique

2.2.5.1. Test du writhing

L’effet antalgique a été évalué selon le protocole de Koster et al., (1959) cité par Carino-
Cortes et al., (2010). Le principe de ce test c’est de provoquer chez les rats un syndrome
douloureux par I’injection de I’acide acétique qui se traduit par des contorsions et des
mouvements d’étirement.

Les traitements des rats qui constituent les 6 lots a été comme suit :

Lot I (Témoin): regoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml/kg (p.c);

Lot 11 (Référence): recoit une solution d’acide acétyl salicylique (Aspirine) 200 mg/kg (p.c);

Lot Il et IV (Traité): recoit "EMeJT aux doses de 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement;
Lot V et VI (Traité): recoit 'EMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement.

Une demi-heure aprés ces différents traitements, les rats ont recu une injection intra-
péritonéale d'une solution d'acide acétique (0.6%) a raison de 10 ml/kg. Juste apres
I’injection de I’acide acétique, chaque rat a été placé dans une cage d'observation et le nombre

de contorsions a été compté pendant une période de 15 minutes.
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Le pourcentage d’inhibition des contorsions induite par I’injection de 1’acide acétique pour
chaque groupe traité a été calculé selon la formule suivante:
% inhibition= [(Témoin- Traité)/Témoin] x100.
Témoin: Moyenne du nombre des contorsions du rat témoin;
Traité : Moyenne du nombre des contorsions du rat test (extrait ou référence).
Une réduction significative du nombre des contorsions du lot test par rapport au témoin est

considérée comme une réponse antalgique positive.

2.2.5.2. Test au formaldéhyde

Le test est réalisé selon la méthode décrite par Adebiyi et ses collaborateurs (2006).
Les rats ont été répartis en 6 lots et ont subi les traitements suivants:

Lot I (Témoin): regoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml/kg (p.c).

Lot Il (Référence): recoit une solution de diclofenac 5 mg/kg (p.c);
Lot Il et IV (Traité): recoit ’EMeJT aux doses de 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement;
Lot V et VI (Traité): recoit PEMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement

Une heure apres les différents traitements, tous les rats ont été injectés dans les surfaces
dorsales de leurs pattes postéricures gauches par 20 ul d’une solution aqueuse de
formaldéhyde (1%).

Le temps passé a lécher ou a mordre la patte traitée a été compté immédiatement apres
I’injection de la solution du formaldéhyde. Le temps de léchage a été compté pendant les cing
premiéres 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).

2.2.6. Activité antipyrétique

La pyrexie a été induite par la levure de biére chez les rats selon la méthode d’écrite par
Ashok Kumar et al., (2011). Apres la prise de la température rectale (Tv), les rats des 6 lots
ont recu par voie sous-cutanée dans la région dorso-latérale une suspension aqueuse de levure
de biere (Saccharomyces cerevisiae) (20%) a raison de 20 ml/kg. Dix-neuf heures apres, la
température rectale (TO) a été prélevée de nouveau chez chaque rat et par la suite les rats des

6 lots ont été traité comme suit :
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Lot I (Témoin): recoit une solution d’NaCl 0.9% a la dose de 10 ml/kg (p.c);
Lot Il (référence): recoit une solution de paracétamol a la dose 150 mg/kg (p.c);

Lot Il et IV(Traité): recoit PEMeJT aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement;

Lot V et VI (Traité): recoit 'TEMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg (p.c) respectivement.

Une heure apres les différents traitements, la prise de la température a été réalisée toutes les
heures pendant cing heures (jusqu'a 24 h apres les traitements) qui correspond a T1, T2, T3,
T4 et T5.

Le pourcentage de réduction de la pyrexie a été calculé selon la formule suivante :

Inhibition (%) = (TO—Tn) / (TO — Tv) x 100 ( Muhammad et al., 2012)

Ou

TO : Température moyenne apres l'induction de la pyrexie;

Tn : Température moyenne aux temps T1, T2, T3, T4 et T5 h aprés traitement;

Tv : Température rectale moyenne la veille de I’expérience.

1.3. Etude statistique

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel GraphPad Prism. Les resultats obtenus a
partir des expériences réalisées in vitro ont été exprimés en moyenne + SD tandis que celles
réalisées in vivo ont été exprimés en moyenne + SEM. Les différences statistiques entre les
groupes traités et les témoins ont été évalues par le test Anova univariée suivi par le test
Dunnet /Tukey. P <0,05 a été considéré significatif (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Chapitre I1. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Analyse phyto-chimique

1.1. Rendement d’extraction

L’extraction est la premiere étape essentielle pour la récupération et la purification de
nombreux composants bioactifs tels que les composés phénoliques a partir de matiéres
végétales.

La méthode choisis est I'une des méthodes d’extraction classiques utilisées depuis de
nombreuses décennies, nécessitant beaucoup de temps et de quantités relativement
importantes de solvants. Elle repose principalement sur le choix des solvants, la chaleur et
’agitation pour augmenter la solubilité (Monfared et al., 2013).

Trois solvants de polarité différente a savoir ’hexane, le dichlorométhane et le méthanol ont
été utilisés pour extraire les différents métabolites secondaires de J. thurifera et F.
xanthoxyloides.

Le rendement exprimé en pourcentage, la couleur et ’aspect des extraits organiques (EHx,

EDm et EMe) sont représentés dans le tableau 1.

Tableau 1. Rendement, aspect et couleur des extraits obtenus.

Extraits Rendement %  Aspect et couleur
J. Hexanique (EHXJT) 3.1 Pateux, noir verdatre
thurifera Dichloromethanique (EDmMJT) 4.9 Pateux, vert foncé
Méthanolique (EMeJT) 8.5 Pateux, vert
F. Hexanique (EHXFX) 0.68 Huileux, vert foncé
xanthoxlyoides Dichlorométhanique (EDmFX) 1.26 Poudre, vert clair
Méthanolique (EMeFX) 6.64 Pateux, vert foncé

Les rendements des extraits méthanoliques de J .thurifera et F. xanthoxyloides ont atteint
respectivement 8.5% et 6.64%, suivis de ceux des extraits dichlorométhanoliques (4.9%,
1.26%), tandis que les extraits hexaniques ont présentés les rendements les plus faibles (3.1%,
0.68%). La variation des rendements est attribuée aux polarités des différents composés qui
entrent dans la composition de chaque extrait (Ennajar et al., 2009).

Les differents rendements illustrés dans le tableau .1. viennent confirmer les résultats de
Mahajan et al., (2012). Cette équipe de recherche a trouvé que les valeurs des rendements

des extraits de J. indica (Ether de pétrole 3.08%, acétate d'éthyle 6.62% et méthanolique
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14,59%) indiquent la présence des quantités importantes de composés polaires que les
composes non polaires.

Les valeurs de rendement des EMe de : I'écorce de F. ornus (Kostova et al., 1993), des
feuilles de F. floribunda (Lingadurai et al., 2007), des branches de J. communis .var.
communis, J. communis. var. saxatilis, J. drupacea, J. oxycedrus. subsp. oxycedrus, J.
oxycedrus. subsp. macrocarpa. (Taviano et al., 2011), des baies de J. oxycedrus. ssp.
oxycedrus, J. oxycedrus. subsp. macrocarpa (Taviano et al., 2013), des feuilles et des fruits
de J. phoenicea (Amalich et al., 2016), des tiges et des feuilles de J. phoenicea (Dane et al.,
2016) différent nettement de nos résultats.

Une différence a été également constatée avec les rendements des extraits : EDm et EMe de
J. oxycedrus (Moreno et al., 1997), D’extrait d’éther de pétrole et I’extrait éthanolique de J.
communis (Manvi et Garg, 2010).

Les rendements des EHx, EDm et EMe de  J. oxycedrus subsp. oxycedrus ont été
respectivement 3.5%, 1.4% et 12.1% (Chaouche et al., 2015). Seule la valeur de I’EHx qui
est assez proche a celle de 'EHxJT.

L’EMe de J. communis. var. communis et J. drupacea ont présenté des pourcentages
(6.40%, 6.65% respectivement) trés proches a celui de ’EMelT (Marino et al., 2010).

La valeur du rendement de ’lEMe de J. foetidissima (2.8%) est tres faible par rapport a celle
de ’EMelT, tandis que celle de ’EHx de J. communis subsp. nana (2.96%) est assez proche
de celle de ’EHxJT (Ozturk et al., 2011).

Les valeurs extractives de: 1’EMe de J. communis (11%) (Pramanik et al., 2007), I’extrait
d'éther de pétrole (4.67%) et éthanolique de J. drupacea (10.69 %) (Elghorab et al., 2008),
I’EMe de J. oxycedrus. subsp. macrocarpa (9.69 %) (Taviano et al., 2011) ont présenté une
certaine similitude avec nos résultats.

Eljemli et al., (2016) ont trouvé que le rendement de I’extrait aqueux de J. thurifera est égal a
17.69 %. La comparaison de cette valeur avec celle de ’EMelT a révélé une différence qui
résulte probablement dans la polarité des deux solvants. Le rendement de I’EHx de J.
thurifera var. africana égale a 8.1% (Barrero et al., 2004). L’utilisation d’un appareil soxhlet
pour I’extraction a fait en sorte qu’il ya une différence entre les résultats obtenus par Barrero
et ses collaborateurs (2004) et nos résultats.

Le rendement de I’extrait hydro-éthanolique de F. ornus L. est 5% (Abouzid et al., 2013). Ce

résultat a rapproché de celui de 'EMeFX.

60



Résultats et discussion

Bien que l'extraction est la premiére étape vers l'expérimentation des activités biologiques
des plantes, elle doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et éviter toute
modification chimique possible (Hayouni et al., 2007).

Nos résultats ont révelé une différence entre les rendements d’extraction de J. thurifera et F.
xanthoxyloides et ceux rapportés par certains chercheurs. Il est relativement difficile de se
comparer avec les données de la littérature car ces écarts dépendent principalement des
procédures d'extraction, du nombre d'extractions répétées, de la température utilisée pour
I'extraction, de la polarité des composés extraits, du rapport du solvant d'extraction et de
I'échantillon, de la durée d’extraction, du choix des solvants utilisés, de la méthode de séchage
et du site de la récolte ( Hayouni et al., 2007; Ennajar et al., 2009; Atmani et al., 2009;
Medini et al., 2013; Arunika et al., 2015; Dane et al., 2016; Ayouni et al., 2016 ).

Le rendement de certaines espéces appartenant au genre Juniperus ( Balaban et al., 2003;
Kozan et al., 2006; Akkol et al., 2009; Ennajar et al., 2009; Khan et al., 2012; Orhan et
al., 2017; Sahin Yaglioglu et Eser, 2017) et au genre Fraxinus (Berboucha et al., 2010;
Ayouni et al., 2016) difféerent selon la partie végétale soumise a I’extraction.

Dans de nombreuses études, plusieurs extractions intermédiaires sont effectuées afin
d’assurer une extraction maximale des composés phytochimiques ciblés (Djeridane et al.,
2006; Hayouni et al., 2007). Selon Dane et al., (2016) la différence entre les rendements
d’extraction peut étre attribuée a la biodisponibilité des composés extractibles qui résulte
elle-méme de la variation de la composition chimique des plantes. Par conséquent, il n'ya pas
de procédure d'extraction standard. Les méthodes sélectionnées dans les recherches

scientifiques dépendent de I'objectif d'étude et d'extraction (Ayouni et al., 2016).

1.2. Criblage phytochimique

La révélation de certains métabolites secondaires a été réalisée enutilisant les tests simples du
screening chimique. Ces tests sont basés sur des réactions de colorations et de précipitations
différentielles des principaux groupes de composés chimiques contenus dans les plantes par
des réactifs spécifiques (Bentabet et al., 2014).

Les résultats de la composition phytochimique préliminaire de J. thurifera et F.
xanthoxyloides sont rapportés dans le tableau 2. Ces tests ont révélé que les deux plantes

contiennent aussi bien des tanins, des flavonoides, des saponines et des mucilages.
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Tableau 2. Résultats du criblage phytochimique.

Groupes chimiques recherchés Identification

J. thurifera F. xanthoxyloides
Tanins + +
Flavonoides + +
Saponines + +
Mucilages + +

(+): Réaction positive; (-): Réaction négative.

Les flavonoides ont été mis en évidence dans: les tiges de J. communis (Manvi et Garg,
2010), les tiges et les feuilles de J. excelsa (Khan et al., 2012), les baies de J. excelsa (Nabi
et al., 2012), les branches et brandilles de J. indica (Mahajan et al., 2012), les fruits de J.
communis (Meena et al., 2012), les feuilles de J. phoenicea (Medini et al., 2013), la partie
aerienne de J. phoenicea (El-Sawi et al., 2014; Aljaiyash et al., 2014), les feuilles de J.
excels (Weli et al., 2014), les feuilles de J. phoenicea (Alzand et al., 2014), les feuilles de J.
communis, J. wallichiana, J. polycarpos, J. macropoda, J. indica, J. recurva (Bais et
Prashar, 2015), les feuilles et les fruits de J. phoenicea (Amalich et al., 2016), la partie
aérienne de J. oxycedrus et J. phoenicea (Fadel et al., 2016), les fruits et les feuilles de J.
foetidissima et J. sabina (Orhan et al., 2017), les feuilles de J. communis (Bais et al., 2017).
De méme les tanins ont été révélé dans: les tiges de J. communis (Manvi et Garg, 2010), les
tiges et les feuilles de J. excelsa (Khan et al., 2012), les branches et brandilles de J. indica
(Mahajan et al., 2012), les fruits de J. communis (Meena et al., 2012), les feuilles de J.
phoenicea (Medini et al., 2013), la partie aérienne de J. pheonicea (Aljaiyash et al., 2014)
les feuilles de J. excels (Weli et al., 2014), les feuilles J. phoenicea (Alzand et al., 2014),
les feuilles de J. communis, J. wallichiana, J. polycarpos, J. macropoda, J. indica, J. recurva
(Bais et Prashar, 2015), les feuilles et les fruits de J. phoenicea (Amalich et al., 2016), la
partie aérienne de J. oxycedrus et J. phoenicea (Fadel et al., 2016), et les feuilles de J.
communis (Bais et al., 2017).

Les saponines ont été mis en évidence dans: les baies de J. excelsa (Nabi et al., 2012), les
branches et les brandilles de J. indica ( Mahajan et al., 2012), les tiges et les feuilles de J.
excelsa (Khan et al., 2012), les feuilles de J. excels (Weli et al., 2014), la partie aérienne de
J. phoenicea (El-Sawi et al., 2014), et la partie aérienne de J. oxycedrus et J. phoenicea
(Fadel et al., 2016).
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Les résultats de 1’é¢tude de Kumar et Kashyap (2015a) ont révéle la présence des flavonoides
dans le bois de F. micrantha, tandis que ceux de I’étude de Lingadurai et al., (2007) ont
montré que les feuilles de F. floribunda contiennent  des saponines. Les tanins et les
flavonoides ont été mis en évidence dans I'extrait hydro-éthanolique de F. ornus (Abouzid et
al., 2013).

1.3. Teneurs en polyphenols, flavonoides et tanins

La qualit¢ des plantes destinées a la transformation par I’industrie pharmaceutique est
généralement jugée sur la base de la teneur en métabolites secondaires (Tavares et al., 2013).
Il est bien connu que les composés phytochimiques présentent une gamme de bio-activités
telles que : antimicrobiennes, anticancéreuses, antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-
thrombotiques, vasodilatateurs, etc. (Nasri et al., 2011).

Il est important de révéler les composés phytochimiques présents dans les plantes afin de
relier leur présence a la bio-activité observee et de connaitre leur éventuel role thérapeutique
(Bonomo et al., 2017).

Les résultats des dosages quantitatifs, colorimétriques des poyphenols totaux, des flavonoides

et des tanins sont representés dans le tableau3.

Tableau 3. Teneur en polyphénols, flavonoides et tanins des extraits de J. thurifera et F.

xanthoxyloides.

Extrait Polyphénols @ Flavonoides ® Tanins ©
EHXJT 73.22 £1.68 16.72 £ 0.09 49.20+1.18
EDmMJT 65.10 £ 1.63 38.53+0.14 22.96 £ 1.30
EMeJT 178.11 £ 0.38 39.33+£0.04 133.35+£6.03
EHXFX 80.44 = 0.97 32.12+0.55 16.21+0.73
EDmFX 76.80 £ 1.34 22.35%0.20 12.51 £ 0.56
EMeFX 182.63 £ 5.42 27.07£0.34 36.32 £ 0.32

(a) mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait; (b) mg d’équivalent de la quercétine par
gramme d’extrait; (c) mg d’équivalent de catéchine par gramme d’extrait.

(Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD).

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de manicre satisfaisante et simultanée
I’ensemble des composés phenoliques présents dans un extrait végétal non purifié. Néamoins,

une estimation rapide (souvent tres fortement sur-evaluée) de la teneur en phénols totaux peut
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étre obtenue par différentes méthodes, en particulier par I'utilisation d’un mélange de
phosphomolybdate et de phosphotungstate commercialisé sous la dénomination de réactif de
Folin-Ciocalteu. Le caractére reducteur des composés phenoliques et leur complexation
possible avec les metaux lourds conduisent dans ce cas a la formation de complexes colorés
bleus que I’on peut doser par colorometrie vers 720 nm (Macheix et al., 2005). Elle mesure
réellement la capacité de réduction d’un échantillon. Par conséquent, elle a été acceptée
comme un test de routine pour I’estimation approximative de la capacité antioxydante des
extraits de plantes (Kirca et Arslan, 2008; Taviano et al., 2013). L’acide gallique est le
standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul et al.,
2008).

Les résultats ont montré que les tanins représentent la quasi-totalité (74,87%) des phénols
totaux de '’EMeJT, tandis que dans ’EMeFX les tanins et les flavonoides représentent des
pourcentages trés rapprochés (19,89; 14.82% respectivement). Les teneurs en composes
phénoliques étaient plus élevées dans les extraits les plus polaires (EmeJT et EMeFX) avec
des teneurs égales a 178.11 + 0.38; 182.63 + 5.42 mg EGA/g respectivement.

De méme les résultats de Hayouni et al., (2007); Ennajar et al., (2009); Chaouche et al.,
(2014) ont montré que la teneur en polyphénols était fortement dépendante des solvants.
Selon Keskes et al., (2014); Chaouche et al., (2014) les solvants polaires sont les plus
utilisés pour I'extraction des polyphénols et le rendement augmente considérablement avec la
polarité croissante du solvant d'extraction.

Selon Kuppusamy et al., (2015), les extraits ayant une teneur élevée en polyphenols n’ont
pas par conséquence une teneur importante en flavonoides. Les résultats mentionnés dans le
tableau .3. confirment la constatation de Kuppusamy et son équipe.

Les teneurs des extraits de J. thurifera différent nettement de celles rapportées par des études
antérieures réalisées sur d’autres espéces appartenant au méme genre : J. communis subsp.
nana, J. excelsa, J. foetidissima, J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. phoenicea et J. sabina
(Ozturk et al., 2011), J. drupacea Labill (Miceli et al., 2011), J. phoenicea ssp. phoenicea
(Medini et al., 2013), J. phoenicea (Keskes et al., 2014), J. oxycedrus subsp. oxycedrus
(Chaouche et al., 2014), J. communis, J. wallichiana, J. indica, J. macropoda, J. recurva et
J. polycarpos (Bais et Prashar, 2015), J. phoenicea (ElImhdwi et al., 2015), J. communis
(Kurti et al., 2015), J. phoenicea (Laouar et al., 2017), et J. procera. (Mohammad Samaha
etal., 2017).

L’¢tude d’Eljemli et al., (2016) a révélé que I’extrait aqueux de J. thurifera contient 193.79

+ 6.47 pg EGA/mg, une teneur en polyphenols trés proche a celle de ’EMelJT. De méme les
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extraits méthanoliques de J. communis var. communis, J. communis var. saxatilis, J.
drupacea ont présenté des teneurs en polyphenols (170.43 + 2.13; 196.65 + 3.41; 184.23 +
4.33 mg EGA/g respectivement) trés proche a celle de 'EMeJT, tandis que les extraits
méthanoliques des espéces J. communis var. communis, J. drupacea, J. oxycedrus ssp.
oxycedrus, ont présenté des teneurs en tanins (138.54 + 4.40; 125.34 + 3.35; 128.23 + 1.94
mg EC/g respectivement) trés similaires a celle de TEMeJT (Taviano et al., 2011).

Les teneurs rapportées par Ozturk et al., (2011) sont trés faibles par rapport a nos résultats.
Cette différence trouve probablement son explication dans le standard (pyrocatéchol) utilisé
pour le dosage des polyphénols.

Les constatations de certaines études élaborées sur le genre Juniperus expliquent
éventuellement la différence entre nos résultats et ceux des travaux antérieurs:

Les espéeces: J. navicularis, J. oxycedrus badia, J. phoenicea et J. turbinata ont presenté des
teneurs en polyphenols et en flavonoides qui varient selon les conditions saisonniéres
(Tavares et al., 2013).

Les teneurs en composés phénoliques des extraits de: J. oxycedrus ssp. oxycedrus (Kirca et
Arslan, 2008), J. phoenicea (Ennajar et al., 2009), J. phoenicea, J. communis ssp. nana, J.
oxycedrus ssp. oxycedrus, J. sabina, J. foetidissima, J. excelsa (Orhan et al., 2011a), J.
sibirica Burgsdorf (Lesjak et al., 2011), J. oxycedrus subsp. oxycedrus (Chaouche et al.,
2013), J. foetidissima (Lesjak et al.,, 2013), J. macrocarpa (Lesjak et al., 2014), J.
phoenicea (Amalich et al., 2016), J. excelsa (Lesjak et al., 2017) varient en fonction de
I’organe végétal utilisé pour I’extraction. De méme la variation de la teneur en polyphénols et
des flavonoides des extraits de F. angustifolia, F. pennsylvanica et F. ornus a été en
fonction du matériel végétal soumet a ’extraction (Berboucha et al., 2010; Medjahed et
al., 2016; Ayouni et al., 2016; Tahirovic et al., 2017).

Le contenu phénolique varie également selon 1’espéce. Miceli et al., (2009) ont constaté que
le contenu phénolique de J. communis var. communis est trois fois plus élevé que celui J.
communis var. saxatilis. De méme la teneur de J. oxycedrus subsp. macrocarpa est trois
fois plus élevée que celle de J. oxycedrus subsp. oxycedrus (Taviano et al., 2013).

Les extraits des baies de J. phoenicea récoltés dans trois localités (Kairouan, Kasserine,
Siliana) ont présenté des teneurs en polyphénols et en flavonoides différentes d’un site un
autre (Nasri et al., 2011). Le taux des polyphenols et des flavonoides des extraits des feuilles
de J. phoenicea ssp. phoenicea récoltés a Jbal. Mansour est plus important que ceux récoltés

a Tabarka (Medini et al., 2013). L'étude réalisée pour évaluer I’activité antioxydante des
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extraits des baies de J. communis de 20 échantillons a révélé des teneurs variables en
polyphenols (Kurti et al., 2015).

L’extrait méthanolique et la fraction hexanique des feuilles de F. xanthoxyloides renferme
respectivement une teneur en polyphenols égale a 262.74 + 2.1; 202.22 + 4.2 mg GAE /g et
une teneur en flavonoides égale a 41.7 + 5.8; 2.82 £ 1.1 mg RE/g et une teneur en tanins
égale a 46.80 £ 2.9; 1.20 + 0.8 mg GAE/g (Younis et al., 2016c). On peut attribuer les
différences constatées entre ces résultats et nos résultats au protocole d’extraction utilisé par
Younis et ses collaborateurs, ’origine géographique de la plante et les standarts utilisés pour
¢établir les gammes d’étalonnages des flavonoides et des tanins.

Les teneurs de F. xanthoxyloides ont présenté des différences avec celles rapportées par des
¢tudes antérieures réalisées sur d’autres especes appartenant au genre Fraxinus: F.
angustifolia Ayouni et al., ( 2016), F. ornus, F. pennsylvanica (Tahirovic et al., 2017), F.
angustifolia (Touhami et al., 2017), et F. excelsior (Khosroyar et Arastehnodeh, 2018).
Tahirovic et ses collaborateurs (2017) ont quantifié le taux des flavonoides dans I’extrait
méthanolique de F. ornus et F. pennsylvanica. Les résultats ont révélé que les teneurs
exprimes en équivalent de rutine étaient plus importantes que ceux exprimeés en équivalent
de quercétine.

Les reésultats d’Arunika et al., (2017) ont démontré 1’influence des processus d’extraction
(ébullition, ébullition sous pression, soxhlet et la percolation a froid) sur les teneurs en
polyphenols de F. floribunda.

En conclusion les écarts résultent vraisemblablement de:

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du dosage
colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tout les groupes
d’hydroxyles non seulement ceux des composés phénoliques, mais également de certains
sucres et de protéines etc. (Gomez-Caravaca et al., 2006). Le solvant d'extraction emporte
des substances non phénoliques comme les sucres, les protéines et les pigments qui peuvent
interférer pendant toute évaluation phénolique (Djeridane et al., 2006). Le dosage par ce
réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait.

Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le
réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Les phénols simples ont un maximum d’absorption compris entre 220 et 280 nm, mais il
existe une possibilité d’interférence avec d’autres substances qui absorbant dans ’'UV telles
que les protéines, les acides nucléiques et les acides aminés. Ces biomolécules ainsi que la

couleur d’extraits peuvent étre responsables d’une teneur élevée en polyphénols dans les
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extraits (Boulanouar et al., 2013). Cette variation peut étre aussi due au potentiel génétique
d'espéces pour la biosynthése des polyphénols (Ben Jemia et al., 2013).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction du type du solvant utilisé, le degré de
polymérisation des composés phénoliques, ainsi que l'interaction des composés phénoliques
avec d'autres constituants et la formation de complexes insolubles. A cette fin, le méthanol
était recommandé et fréquemment utilisé pour I'extraction des composés phenoliques (Fallah
et al., 2008; Touhami et al., 2017).

L’accumulation différentielle des composés phénoliques dans les organes est liée a leurs
tissus et leurs cellules spécifiques (a savoir mésophylle, épiderme, la cuticule, chloroplastes,
trichomes), a l'interaction étroite entre les organes, aux différents processus de biosynthese et
/ ou de dégradation, au transport impliqué dans la distribution de ces polyphénols au niveau
de la plante et a la croissance phénologique des organes (Touhami et al., 2017).

La distribution des metabolites secondaires peut changer pendant le développement de la
plante. Il a été rapporté que la biosynthese des métabolites secondaires tels que de
polyphénols peut changer en réponse aux facteurs biotiques (agents pathogénes) et abiotiques
(secheresse, salinité, forte intensité lumineuse, faible ou une température élevee) (Falleh et
al., 2008; Tavares et al., 2013).

De méme, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (genetique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la
maturité a la récolte et les conditions de stockage) ce qui rend la comparaison difficile
(Podsedek, 2007; Falleh et al., 2008; Chaouche et al., 2013).

Les résultats de Tavares et al., 2013 ont confirmé que les conditions saisonniéres ont modulé
les teneurs totales en composes phénoliques et en flavonoides des quatre espéces de genévrier.
Les niveaux les plus élevés en composés phytochimiques ont été obtenus lorsque les plantes
ne sont pas en croissance active. Le stress salin et le traitement avec le méthyl jasmonate ont
été efficaces pour améliorer la biosynthése phénolique.

Selon Martz et al., (2009); Artemkina et al., (2016) et Laouar et al., ( 2017) une telle
variation dans la composition par rapport aux autres études peut étre attribuée a la diversité
des environnements géographiques (sol, lumiere, température, précipitations, altitude, etc).
Les coefficients de corrélation (R? = 0.221; R? = 0.0006) ont exprimé I’absence de relation
entre la teneur des polyphénols et des flavonoides des extraits de J. thurifera ainsi que les
extraits de F. xanthoxyloides. Par contre la teneur en tanins s'est corrélée significativement
avec la teneur des polyphénols (R? = 0.969; R? = 0.916).
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Bilusic Vundac et ses collaboratteurs, (2007) ont démontré une corrélation négative entre
la teneur des polyphénols totaux de 7 espéces de Stachys taxa et celle des flavonoides.

1.4. Profil chimique par HPLC des extraits de J. thurifera et F. xanrhoxyloides

La chromatographie liquide a haute performance est la technique la plus performante et la
plus utilisée pour la séparation et le dosage des composés phénoliques. Elle ne demande
qu’une faible quantité d’échantillon végétal et permet de combiner en une seule opération
rapide et reproductible les analyses qualitatives et quantitatives d’un extrait phénolique
complexe. Les séparations sont bases, sur les polarités respectives des phases stationnaires
utilisées, du solvant d’élution et des composés phénoliques concernés, en particulier degré
d’hydroxylation, de glycosylation et de méthylation (Macheix et al., 2005).

Les composes phénoliques ont été identifiés sur la base de leur temps de rétention, spectres
d'absorption qui coincidaient avec certains standards utilisés (Dane et al., 2016). Les figures
(9, 10, 11, 12) montrent les chromatogrammes d’HPLC des extraits de chaque plante.

Les tableaux (4, 5) présentent le temps de rétention et la quantité des composes probables

dans chaque extrait.
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Tableau 4. Temps de rétention et la quantité des composeés présents dans les extraits du

J. thurifera.

Extrait Composé probable Temps de rétention (min) Quantité (mg/ml)

EMeJT  Acide procatéchique 5.043 1.033*10°
Acide hydroxycaféique 7.1133 6.265*103
Rutine 8.751 1.110*10°3
Lutéoline 9.757 6.392*10%?
Apigénine 10.991 8.198*103
Ladaneine 19.764 1.521*103
7-Methoxy-5hydroxy- 22.868 1.430%10°3
flavanone

EDMJT Rutine 8.909 4,399*10*
Lutéoline 9.804 3.200*10*
Ladaneine 19.873 2.552*10-3
7-Methoxy-5hydroxy- 22.862 8.063*10-°

flavanone
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Figure 9. Chromatogramme d’HPLC d’EMelJT enregistré a 280 nm.

69



Résultats et discussion

MWD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (AUTRENSYRINGIC000329.D)
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Figure 10. Chromatogramme d’HPLC d’EDmJT enregistré a 280 nm.

Tableau 5. Temps de rétention et la quantité des composes presents dans les extraits de

F. xanthoxloides.

Extrait Composé probable Temps de rétention (min) Quantité (mg/ml)

EMeFX Acide hydroxycaféique 7.113 3.152*10-4
Rutine 8.807 3.787*10°
Lutéoline 9.926 1.234*10°®
Apigénine 11.00 2.097*10°
Ladaneine 19.66 4.932*10°3
7-methoxy-5hydroxy- 22.918 3.464*10%
flavanone

EDmMFX Rutine 8.692 9.059*10-%
Lutéoline 9.762 4.534*103
Ladaneine 19.738 3.961*10-3
7-methoxy-5hydroxy- 22.966 1.128*103
flavanone
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MWD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100 (AUTREVSYRINGIC000343.D)
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Figure 11. Chromatogramme d’HPLC d’EMeFX enregistré a 280 nm.
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Figure 12. Chromatogramme d’HPLC d’EDmFX enregistré a 280 nm.

En fonction du temps de rétention des étalons, 'EMeJT a présenté un profil chimique dont
sept composés phénoliques ont été identifiés, notamment : I’acide procatéchique, I’acide

hydroxycafeique, la rutine, la lutéoline, I’apigénine, la ladaneine et le 7-Methoxy-5hydroxy-
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flavanone, tandis que I’EMeFX a présenté le méme profil avec I’absence de I’acide
procatéchique.

Les résultats obtenus dans cette partie de I’étude sont en accord avec les profils phénoliques
de certaines especes décrits dans des études antérieures cités ci-dessous.

Les profils phénoliques ont révélé la présence de: I’apigénine dans I’extrait méthanolique de
J. communis. var. communis et J. communis. var. saxatilis (Miceli et al., 2009), la rutine
dans I’extrait de J. drupacea (Miceli et al., 2011), I’apigénine, la lutéoline et la rutine dans
I’extrait de J. sibirica Burgsdorf (Lesjak et al., 2011), la lutéoline dans les extraits de J.
navicularis, J. oxycedrus badia, J. phoenicea et J. turbinata (Tavares et al., 2012);
I’apigénine, la lutéoline, la rutine dans I’extrait de J. foetidissima (Lesjak et al., 2013),
I’apigénine, la lutéoline et la rutine dans I’extrait de J. macrocarpa ( Lesjak et al., 2014), la
catéchine dans I’extrait de J. phoenicea (Dane et al., 2016), ’apigénine, la lutéoline et la
rutine dans D’extrait de J. excelsa (Lesjak et al., 2017), la rutine dans les extraits de J.
communis, J. excelsa, J. foetidissima et J. oxycedrus (Sahin Yaglioglu et Eser, 2017).

La lutéoline a été parmi les composés identifiée dans I’extrait de F. angustifolia (Medjahed et
al., 2016), tandis que la rutine a été identifiée dans I’extrait de F. xanthoxyloides (Younis et
al., 2016b).

1.5. Rendement en huile essentielle de J. thurifera

Le rendement des huiles essentielles de la partie aérienne de J. thurifera égale a 0.72%.

Le rendement des rameaux de J. thurifera egale a 1.32% (Mansouri et al., 2010; Satrani et
al., 2015), une valeur plus importante que celle trouvée dans cette étude.

Achak et al., (2008) ont constaté que le rendement des huiles essentielles des feuilles séches
de J. thurifera récolté de trois sites différent selon I’altitude des sites géographiques. Les
rendements ont été comme suit (1.03%, 2900 m); (0.67%, 2200 m); (0.57%, 2000 m).

Le rendement des feuilles des arbres femelles de J. thurifera (0.45%) est moins important que
celui des arbres males (0.53%) (Zraib et al., 2014).

Selon (Mansouri et al., 2011a) les rendements en huiles essentielles de J. phoenicea sont
variables selon la sous-espéce et la partie de la plante extraite.

L’étude de Medini et al., (2014) a montré qu’il y’a une différence dans le rendement des
huiles essentielles de J. oxycedrus. Cette différence dépend de la période de la cueillette
(stades phénologiques) et de la localité.

L’huile essenticlle de J. phoenicea  récolté dans quatres sites différents a présenté des

rendements qui différent d’un site a I’autre (Ramdani et al., 2013).
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Des études antérieures ont montré que le rendement en huile essentielle de J. oxycedrus .ssp.
oxycedrus, J. phoenicea ssp. turbinata et J. communis ssp. communis varie en fonction de la
partie végétale soumise a 1’extraction (Angioni et al., 2003; Hayta et Bagci, 2014; Alan et
al., 2016).

La pression utilisée lors de I’extraction par la méthode du dioxyde de carbone supercritique a
influencé le rendement de I’huile essentielle de J .oxycedrus (Marongiu et al., 2003).

Le séchage a l'air a modérément affecté le rendement des huiles essentielles de J. thurifera
var. africana. Les taux ont été respectivement 1.46% pour les huiles issues des feuilles
fraiches et 1.14% pour celles des feuilles séchées (Achak et al., 2009).

Les huiles essentielles de J. communis obtenues par hydrodistillation et celles obtenues par
hydrodistillation assistée par les micro-ondes ont montré une différence dans le rendement
d’extraction (Dahmane et al., 2015).

1.6. Profil chimique par GC/SM de I’huile essentielle de J. thurifera

L’hydrodistillation a revélé que le J.thurifera est une plante medicinale aromatique, par
contre le F. xanthoxyloides est une plante medicinale non aromatique.

Les huiles essentielles de J. thurifera obtenues par hydrodistillation ont été étudiées par
GC/SM. Le chromatogramme et les composes qui entrent probablement dans la composition

de cette huile essentielle sont présentés et énumeérés dans la figure 13. et le tableau 6.

RT: 0.00 - 60.03
14.17 NL:
1003 3.89E8
. TIC MS
90; huilelboush
] aba
80—
= 20.88
70
= 33.39
60
50
40
] 30.79
30
20
10 = JL 45.73
. 38.58 : 51.39
o= 3.73 8.75 ! } 14 . J‘ M ..M»“l l..‘M,LA.AM JJU LT Ut | . o
TT T T [ T T T T Tt i e [T T T [T T T [ T i T i [ T T T T[T I T T[T T TT[TTT1T]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)

Figure 13. Profil chromatographique de I’huile essentielle de J. thurifera analysée par
GC/SM.
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Tableau 6. Composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de J.

thurifera.

RT Composé Nom usuel Air %

12.47 a-Phellandrene a-Phellandréne  2.21

12.73 Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene, 2,6,6-trimethyl-, (f)- 4.25

14.17 ((2-(3-Benzylsulfonyl-4- 19.07
methylcyclohexyl)propyl)sulfonylmethyl)benzene

14.56 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, f -Pinéne 2.01
(15)-

15.44  Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7,7-trimethyl- 2-Carene 1.68

15.77 Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- B-Cymene 3.88

16.38 3-Carene 0.46

16.82 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- y-Terpinene 2.8

17.22 Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- Cis-sabinéne 0.83
, (1a,2a,53)- hydrate

17.76 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- a-Terpinolene 1.09

18.24 3-Benzylsulfonyl-2,6,6-trimethylbicyclo(3.1.1)heptane 3.99

18.98 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis Cis-2-p- 0.93

Menthen-1-ol

19.58 2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, Cis-p-menth-2- 0.8
trans- en-1-ol

20.88 (2,6,6-Trimethylcyclohex-1- 15.21
nylmethanesulfonyl)benzene

21.18 -Cyclohexene-1-méthanol, a,a,4-trimethyl-, acetate a-Terpenyl 2.19

acétate

21.61 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, trans-(-)- 0.33
trans- Piperitol

22.11 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (2)- Nérol 0.36

22.75 3-Benzylsulfonyl-2,6,6-trimethylbicyclo(3.1.1)heptane 4.49

23.62 2,4-Pentadienoic acid, 3,4-dimethyl-, isopropyl ester 1.14

24.08  Thujol 0.29

24.51 2,4-Decadien-1-ol 0.66

25.47 (+)-4-Carene 0.63
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28.05 4,6-Heptadienoic acid, 3,3,6-trimethyl-, methyl ester 0.27

29.05 (-)-1soledene 0.21

29.42 Isoledene 0.49

30.02 Naphthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1- o-Cadinéne 1.96
(1-methylethyl)-, [1S-(1a,4a4,8ad)]-

30.79 Naphthalene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro-1,8a- Valencene 2.79
dimethyl-7-(1-methylethenyl)-, [1R- (1a,74,8aa)]-

31.47 1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7- Germacréne D- 0.37
yclodecadiene 4-0l

32.27 Cedrol 2.46

32.69  Cubenol 0.89

32.81 é-Selinene 0.94

33.01  tau.-Cadinol Cedrelanol 4.31

33.39 1H-Cycloprop[e]azulene,1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro- a-Gurjunéne 6.18
1,1,4,7-tetramethyl-, [1aR-(1aa,4a,4aa,7ba)]-

33.81 Pentanoic acid, 3-phenyl-2-propenyl ester Cinnamyl- 0.23
valérate
45.73 Oxiraneoctanoic acid, 3-octyl-, methyl ester 0.32
90.72

La comparaison du profil chimique de I’huile essentielle de J. thurifera collecté dans le massif
des Aurés en Algerie avec ceux  collecté au Moyen Atlas du Maroc (Achak et al.,
2009 ; Mansouri et al., 2010; Satrani et al., 2015) et dans les Aures (Zriab et al., 2014) a

permis de révéler la présence de certains des composés communs (Tableau 7.).
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Tableau 7. Composés communs avec ceux de la littérature.

Nom usuel Zraib Mansouri Achak Satrani
a-Phellandréne + + + +

B -Pinéne + + + +
2-Caréne + + - -
B-Cymene - + - -
3-Carene - + + +
y-Terpinéne + + + +
Cis-sabinene hydrate + - + -
a-Terpinoléne + + + +

Cis-p-menth-2-en-1-ol  + - - -

a-Terpenyl acétate + + + +
Trans-(-)-Piperitol + - - -
Nérol + - - -
2,4-Decadien-1-ol + - - -
a-Cadinéne - + + -
Valencéne + - - -
germacrene D-4-Ol + - - -
Cédrol + - + -
Cubénol + - - -
tau.-Cadinol + - + -
a-Gurjunéne + - - -

(+) presence; (-) absence.

La composition de I’huile essenticlle a présenté certains composés communs avec celle
présenté dans 1’étude de Zraib et al., 2014. Ce rapprochement trouve son explication dans le
site de récolte (Aurés) commun.

D’autre part, cette étude a permis la révélation de: B-cymene ; 3-caréne ; cis-p-menth-2-en-1-
ol ; thujol; (+)-4-caréne; (-)-isoledene ; isoledéne ; a-cadinene ; é-selinene; cinnamyl-
valérate qui n’ont pas été mentionnés dans les profils chimiques de Zraib et al., (2014).

Les différences constatées peuvent s’expliquer par: 1’adaptation de la plante aux facteurs
abiotiques tels que, le climat spécifique, les facteurs géographiques comme I’altitude et la
nature du sol qui orientent la biosynthése vers la genése préférentielle de certains métabolites

(Mansouri et al., 2011a). De méme la composition chimique difféere considérablement en

76


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22.alpha.-Phellandrene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%207460%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22.alpha.-Phellandrene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%207460%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22.alpha.-Phellandrene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%207460%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22.alpha.-Phellandrene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%207460%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22l-beta-Pinene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2024848167%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22beta-Cymene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2010812%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22alpha-Terpinolene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2011463%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22cis-p-menth-2-en-1-ol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20122484%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22trans-(-)-Piperitol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%2012314336%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22nerol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20643820%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Cinnamyl%20valerate%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205367959%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Cinnamyl%20valerate%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205367959%5bStandardizedCID%5d

Résultats et discussion

fonction des facteurs intrinséques (sexe, saison, variations ontogénétiques et génétiques)
(Medini et al., 2014).

Le profil chimique des huiles essentielles est influencé par certains parameétres. Les travaux
rapportés sur quelques espéces de Juniperus cités ci-dessus ont mis en évidence un nombre
de ces parametres :

Les deux sous espéces de J. oxycedrus : sp. macrocarpa et sp. oxycedrus ont présenté une
différence significative dans la composition de leurs huiles essentielles (Valentini et al.,
2003). La composition qualitative et quantitative des huiles essentielles de J. thurifera var.
africana a été influencée par le séchage a I’air libre. Les huiles essentielles des feuilles
fraiches et séchées ont été caractérisées par un contenu riche en sabinéne (16.5 a 21.8%), 8-
terpinéne (9.3 a 11.5%) et a-pinéne (7.6 a 9.1%) (Achak et al., 2009).

Selon Adams et al., (2003) les huiles essentielles des espéces de J. thurifera marocaines
¢taient clairement différentes dans leurs quantités en sabinéne, 3-2-carene, limonene, acétate
de linalyle et acétate de manoyle par rapport aux especes europeennes. Les fruits de J.
phoenicea étaient plus riches en huiles essentielles que ses feuilles avec une tres forte
dominance d'a-pinéne (Amalich et al., 2015).

Dans un travail portant sur 50 échantillons de J. phoenicea subsp. turbinata recoltés dans
différents sites de Corse, Rezzi et al., (2001) ont souligné une variabilité chimique intra-
spécifique et ont distingué deux groupes d’huiles essentielles en fonction de leurs contenu en
a-pinéne, B-phellandréne et o-terpenyl acetate. L’impact des sites d’échantillonnage (la
différence d'altitude et les conditions microclimatiques) a montré une différenciation dans la
composition chimique des huiles essentielles de J. communis et J. oxycedrus (Koukos et
Papadopdou, 1997, Hajdari et al., 2014).

Les huiles essentielles des deux sous-espéces : J. oxycedrus ssp. macrocarpa et J. oxycedrus
ssp. rufescens ont révélé une grande différence dans la composition chimique, la teneur et le
nombre des composes identifiés. Cette variation est en fonction de leur stade phénologique et
les conditions climatiques (Medini et al., 2012).

Les baies vertes non mdres et les baies noirs bleuatres récoltées en pleine maturité de J.
communis ont présenté des différences qualitatives et quantitatives remarquables dans le
profil chimique de leurs huiles essentielles (Koukos et Papadopdou, 1997, Falasca et al.,
2016).

Des variations quantitatives et qualitatives dans les profils chimiques des huiles essentielles
des feuilles, des écorces et des cones de J. oxycedrus subsp. oxycedrus ont été mises en

évidence par Hayta et Bagci, (2014).
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Les huiles essentielles des feuilles et des rameaux de J. communis. var. saxatilis obtenues par
entralnement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation ont présenté des différences
remarquables dans leurs compositions, selon que le matériel végétal a été broyé ou non et
selon la durée de la distillation associée ( Karlsen et Svendsen, 2002).

Certains composés ont été détecté seulement dans les huiles essentielles des arbres femelles
de J. thurifera (B-phellandrene, isobutyl benzéne, a-muuroléne, epoxyde humuléne II,
valencéne, a-muurolol, p-eudesmol et le phytol). Par contre les composés : 8-2-caréne, p-
cymene-7-ol, verbanone, piperitone, cedrol, 1-epi-cubénol, cubénol et le y-gurjunene figurent
seulement dans la composition des huiles essentielles des arbres males. le sexe de I’arbre
affecte la composition chimique des huiles essentielles (Zraib et al., 2014).
L’hydrodistillation a été reprise une deuxieme fois en rajoutant deux grammes de NaCl au
milieu. Les résultats d’analyse de I’huile essentielle obtenue sont presentés dans le tableau 8.

et la figure 14.
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Figure 14. Profil chromatographique de I’huile essentielle de J. thurifera aprés I’ajout de 29
de Nacl analysée par GC/SM.
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Tableau 8. Composition chimique des huiles essentielles de la partie aérienne de J. thurifera

aprées 1’ajout de 2g de Nacl.

RT Composé Nom usuel Air %
12.52  a-Phellandrene a-Phellandréne 1.54
12.81 3-Carene 3.54
14.27 2,11-Dioxatricyclo[10.2.2.0(4,9)]hexadeca- 11.3
3(8),5,13,15-tetraene-4,7-dione, 13,14-dimethyl-
14.63 Santolina triene 1.14
15.49 Bicyclo[4.1.0]hept-2-ene, 3,7,7-trimethyl- 2-Caréne 1.53
15.83 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)- O-Cymeéne 2.68
16.90 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- y-Terpinéne 2.73
17.36  Bicyclo[3.1.0]hexan-2-ol, 2-methyl-5-(1- Cis-sabinéne 0.98
methylethyl)-, (1a,2a,5a)- hydrate
17.82 Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methylethylidene)- aTerpinoléne 1.31
18.42  3-Benzylsulfonyl-2,6,6-rimethylbicyclo(3.1.1)heptane 4.27
19.14  Ethanol, 2-(3,3-dimethylcyclohexylidene)-, (2)- Grandlure 11 1.17
19.82 5-Caranol, (1S,3R,5S,6R)-(-)- Trans-5-caranol 0.32
21.36  3-Cyclohexene-1-méthanol, a,a,4-trimethyl-, acetate a-Terpenyl acétate 2.41
21.74 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-methylethyl)-, Trans-Piperitol 0.42
trans-
22.89 4,8,13-Cyclotetradecatriene-1,3-diol, 1,5,9-trimethyl- 4,8,13-Duvatriene- 4.71
12-(1-methylethyl)- 1,3-diol
23.77 Ethyl octyne carbonate 0.85
25.53 2-Methylbicyclo[4.3.0]non-1(6)-ene 0.93
26.30 a-Cyclogeraniol acetate 0.64
29.09 (-)-Isoledene 0.75
29.48 Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1- o-Cadinene 1.45
(1-methylethyl)-, (1a,4aa,8aa)-
29.89 Isoledene 1.08
30.10 Naphthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1- 4.59
(1-methylethyl)-, [1S-(1a,4a4,8aa)]-
30.89 2-Naphthaleneméthanol,  1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydro- y-Eudésmol 3.51

a,a,4a,8-tetramethyl-, (2R-cis)-
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31.53 1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7- Germacréne D-4- 0.63
cyclodecadiene Ol

32.36 4a,7-Methano-4aH-naphth[1,8a-b]oxirene, octahydro- 3.47
4,4,8,8-tetramethyl-

32.76  Cubenol 1.25

32.88 Naphthalene, 1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1- 1.35
(1-methylethyl)-, (1a,4a4,8aa)-(fi)-

33.10 .tau.-Cadinol 5.67

33.54 1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b- o-Gurjunéne 6.9
octahydro-1,1,4,7-tetramethyl-, [laR-
(1ad,4a,4a4a,7ba)]-

33.87 Pentanoic acid, 3-phenyl-2-propenyl ester Cinnamyl- 0.49

valérate

40.01 Naphthalene, decahydro-1,1,4a-trimethyl-6- Sclaréne 0.66
methylene-5-(3-methylene-4-pentenyl)-, [4aS-
(4a3,5a,8a8)]-

42.29 1,3,6,10-Cyclotetradecatetraene, 3,7,11-trimethyl-14- Thunbergéne 0.52

(1-methylethyl)-, [S-(E,Z,E,E)]-
74,79

L’ajout du Nacl a permis I’identification d’autres composés: santolina triene; O-cymene; vy-
terpinene; grandlure Il ; trans-5-caranol; 4,8,13-duvatriene-1,3-diol; a-cyclogeraniol acétate ;
y-eudesmol; sclarene et thunbergene.

Zraib et al., 2014 ont mis en évidence la présence du y-eudesmol et du vy-terpinene dans

I’huile essentielle de J. thurifera.

2. Evaluation de ’activité biologique

2.1. Activité anti-oxydante

De nombreuses plantes aromatiques, médicinales et épices contiennent des composés
antioxydants. Cependant, les informations sur les propriétés anti-oxydantes des plantes
utilisées en médecine traditionnelle ne sont pas actuellement disponibles. Par conséquent,
I'évaluation de ces propriétés est intéressante, en particulier pour découvrir des nouvelles

sources d'antioxydants naturels. De nos jours, les antioxydants naturels sont des matiéres
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attrayantes, non seulement pour leurs propriétés anti-radicalaires, mais aussi parce qu'ils sont
des sources naturelles sans effets secondaires (Moein et Moein, 2010).

L'activité anti-oxydante est un procédé complexe qui s’achéve par plusieurs mécanismes
d’actions telles que : I’inhibition des enzymes oxydants, la chélation des métaux de
transition, le transfert d’hydrogéne ou un électron unique a des radicaux, la désactivation de
I’oxygéne singulet ou la détoxification enzymatique des ROS (Lesjak et al., 2011; Eljemli et
al., 2016).

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer l'activité anti-oxydante d’un extrait végétal, mais
chaque méthode a ses propres limites. L'activité anti-oxydante ne peut pas étre validée par une
méthode particuliere en raison de la nature complexe des composés phytochimiques et de
leurs interactions. Une seule méthode est insuffisante pour fournir une image compleéte sur le
profil antioxydant d'un échantillon étudié et qu'une combinaison de plusieurs méthodes doit
étre utilisee pour évaluer les activités anti-oxydantes et prendre en compte les divers
mécanismes d'action des antioxydants (Miceli et al., 2011; Taviano et al., 2013; Li et al.,
2013; Ved et al., 2017).

Ainsi, la présente étude a éte établie dans le but de montrer les potentiels antioxydants des
extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides en utilisant trois méthodes connues (test du
DPPH, blanchiment du B-caroténe et FRAP) et d’établir des corrélations possibles entre

I'activité anti-oxydante et les teneurs en composés phénoliques des extraits.

2.1. Piégeage du radical DPPH
2.1.1.1. Invitro

eExtraits organiques

Le test DPPH a été largement utilisé pour évaluer les effets de piégeage des radicaux libres
par les antioxydants naturels en raison de sa stabililté sous forme radicalaire, la simplicité du
test et le temps relativement court par rapport a d'autres méthodes (Elmasta et al., 2006;
Miceli et al., 2009; Taviano et al., 2011; Amalich et al., 2016).

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl fut 1'un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation structure—activité anti-oxydante des composés phénoliques
(Bentabet et al., 2014).

Le radical DPPH posseéde un électron non appari¢ sur un atome du pont d’azote. Cette
délocalisation est responsable de la couleur violette bien caractéristique de la solution de
DPPHe. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la

coloration violette, par spectrophotométrie a 515-518 nm. Le piégeage des radicaux libres par
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les antioxydants se fait par deux types de mécanismes: le transfert d’un atome d’hydrogene du
groupement hydroxyle (cinétique rapide de certains acides et dérivés phénoliques); le transfert
d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes). Dans le cas des
composés phénoliques, le mécanisme principal d’action du piégeage des radicaux libres se fait
par le transfert de ’atome d’hydrogéne sur le DPPHe qui se transforme en une molécule
stable DPPH-H (Popovici et al., 2009).

Le degré de décoloration du violet au jaune indique la quantité de DPPH piégée. Plus I'action
de la décoloration est importante, plus l'activité anti-radicalire est élevée, ce qui se traduit par
une valeur d’IC50 plus faible (Middleton et al., 2005; Miceli et al., 2009; Taviano et al.,
2013; Moein et al., 2014; Touhami et al., (2017).

La mesure de I’absorbance (ou densité optique) a été effectuée par spectrophotométrie.

A partir des valeurs obtenues, les pourcentages d’inhibition ont été calculés en utilisant la
formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes ci —
dessous. Les Figures (15, 16, 17, 18, 19, 20) représentent la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction des concentrations des extraits. L’IC50 (mg/ml) est calculée
graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés qui représentent les pourcentages
d’inhibition en fonction des différentes concentrations utilisées en utilisant le logiciel Excel.
L’ensemble des extraits de J. thurifera et F. xanthoyxloides mélangés avec le DPPH le
décolorent en raison de leurs capacités de donner un atome d'hydrogéne ou un électron.

Les extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides ont montré une activité de piégeage du
radical DPPH donnant suite a une réponse dose-dépendante.

Sur la base des valeurs d’IC50, ’EMeJT et ’EMeFX ont montré la plus importante capacité
du piégeage du radical DPPH. Les résultats experimentaux ont aussi révelé que les extraits ont
un effet moins important que celui de I’antioxydant synthétique (TBHQ). Les potentiels anti-
radicalaires des extraits de J .thurifera et F.xanthoxyloides ont suivi  l'ordre suivant :
TBHQ>EMe> EDm> EHx.

Le TBHQ est 190 a 57 fois respectivement plus actif que 'EHxJT et PEDmJT. Il n’ya pas
de différence significative entre I’effet du standard TBHQ et '’EMelT (p=0.05). Une
différence tres significative entre ’effet des trois extraits de J. thurifera (p<0.001).

Le TBHQ est 302 fois plus actif que 'EHXFX, 22 fois plus active que ’EDmFx et 12 plus
active que 'EMeFX. Les effets de ’EMeFX et ’EDmFX n’ont pas présenteé de différence
significative avec I’effet du TBHQ (p>0.05). D’un autre c6té, il n’ya pas de différence
significative entre I’effet de 'EMeFX et I’effet de "EDmFX (p>0.05).
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Tableau 9. Valeurs d’IC50 des extraits de J. thurifera, F. xanthoxyloides

et du standard TBHQ.

Extrait et standard ICs0 (mg/ml)  CEso (mg/mgDPPH) APR
EHXJT 0.76x0.03 32.51+1.47 3.08+0.14
EDmMJT 0.23£0.01 9.93+0.47 10.08+0.47
EMeJT 0.006= 0.00- 0.25+0.002 395.89+3.08
EHxFX 1.21+0.08 51.65+3.42 1.94+0.13
EDmMFX 0.09+0.007 3.87+0.28 25.96+1.82
EMeFX 0.05£0.002 2.04+0.07 49.03+1.72
TBHQ 0.0036+0.00 0.156+0.003 639.51+11.90
Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.
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Figure 15. Activité anti-radicalaire de ’'EMelJT.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 16. Activité anti-radicalaire de "TEDmJT.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 17. Activité anti-radicalaire de ’EHxJT.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 18. Activité anti-radicalaire de 'EMeFX.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 19. Activité anti-radicalaire de 'EDmFX.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 20. Activité anti-radicalaire de 'EHxXFX.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).

Les résultats ont montré que P’EMelT a une activité anti-radicalaire importante avec une 1C50
égale a 0.006 mg/ml. L’effet de L’EMelT est plus important que celui de 1’extrait aqueux de
J. thurifera (0.024 mg/ml) (Eljemli et al., 2016).

La valeur d’IC50 de ’EMelT est trés proche a celle de I’extrait méthanolique des aiguilles
de J. sibirica Burgsdorf (0.0062 mg/ml) (Lesjak et al., 2011) et a celle de I’extrait
méthanolique des cénes de J. excelsa (0.0052 mg/ml) (Lesjak et al., 2017).

Les valeurs d’IC50 des extraits méthanoliques du bois de J. chinensis (Lim et al., 2002), des
baies de J. communis. var. communis et J. communis . var. saxatilis (Miceli et al., 2009), des
feuilles et des baies de J. phoenicea (Ennajar et al., 2009), des branches de J. communis
var. communis, J. communis var. saxatilis, J. drupacea, J. oxycedrus subp. oxycedrus et J
oxycedrus subp. macrocarpa (Taviano et al., 2011), des fruits de J. sabina, J. communis
subp nana, J. oxycedrus subp. oxyvedrus, J. foetidissima et J. phoenicea (Ozturk et al.,
2011), des baies de J. drupacea (Miceli et al., 2011), des aiguilles de J. sibirica Burgsdorf
(Lesjak et al., 2011), des baies J. oxycedrus subp. macrocarpa et J. oxycedrus subp.
oxycedrus (Taviano et al., 2013), des feuilles et des cones de J. macrocarpa (Lesjak et al.,
2014) ont été plus importantes que celle de 'EMeJT. De ce fait ’EMelJT est le plus puissant
par ce qu’il a présenté la concentration la plus faible.

Par contre, I’effet anti-radicalaire de I’extrait méthanolique des feuilles et des cones de J.

foetidissima (0.0025; 0.0039 mg/ml) (Lesjak et al., 2013) et celui de I’extrait méthanolique
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des feuilles de J. excelsa (0.0034 mg/ml) (Lesjak et al., 2017) ont été plus important que
celui de PEMeJT.

L’extrait d’éther de pétrole de J. phoenicea a présenté une IC50 supérieur a 0.15 mg/ml. Une
valeur qui indique que I’effet de cet extrait est plus important que celui de PEHxJT (Medini
etal., 2013).

L’analyse des résultats des études de Lesjak et al., (2011, 2013, 2014, 2017), (Chaouche
et al., 2013) a permis de conclure que I’effet anti-radicalaire varie selon ’organe végétal de
la méme espece, tandis que I’étude de Miceli et al., (2009) a révélé que I’effet anti-radicalaire
dépend de la variété de la méme espece.

Les valeurs moyennes de la capacité anti-oxydante obtenues dans le test DPPH ont révélé que
I’extrait des feuilles de F. ornus a un effet plus important que celui des écorces (Tahirovic et
al., 2017). De méme Ayouni et al., (2016) ont trouvé que 1’extrait éthanolique d'écorces de
F. angustifolia  présente un pouvoir anti-radicalaire plus élevé que celui des extraits des
feuilles.

L’effet de l'extrait méthanolique de J. phoenicea est plus important que celui de [I'extrait
d’acétate d’ethyle (Keskes et al., 2014). L'extrait méthanolique de J. procera a été 50 fois
plus capable de réduire le radical DPPH que l'extrait chloroformiqgue (Mohammad Samaha
et al., 2017). L'extrait éthanolique de J. drupacea a été plus puissant que 1’extrait d’éther
de pétrole (Elghorab et al., 2008). De méme les extraits aqueux des feuilles de J.
foetidissima, J. excelsa et J. communis ont été plus puissants que les extraits éthanoliques
(Karapandzova et al., 2014). Les potentiels de piégeage des radicaux libres des extraits des
feuilles de J. excels ont suivi l'ordre suivant l'extrait hydroalcoolique> 1’extrait
chloroformiqiue> I’extrait d'acétate d'éthyle> extrait hexanique (Weli et al., 2014).

Les extraits obtenus en utilisant des solvants de haute polarité étaient considérablement plus
efficaces que ceux obtenus en utilisant des solvants de basse polarité. La polarité des solvants
change la capacité de dissoudre un groupe choisi de composes antioxydants, ce qui affecte
I’évaluation de I’activité anti-oxydante (Hayouni et al., 2007; Turkmen et al., 2007). L’effet
anti-radicalaire augmente avec la polarité des solvants fait également constater dans cette
étude.

Par contre, Elmasta et al., (2006) ont trouvé que l'extrait éthanolique de J. communis a
montré un effet de piégeage des radicaux libres plus important que celui de 1’extrait aqueux.
De méme Chaouche et al., ( 2014) ont trouve que I’effet de ’extrait méthanolique de J.

oxycedrus subp. oxycedrus est plus élevé que celui de I’extrait aqueux.
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L’influence des facteurs géographiques a été mis en évidence par Medini et al., (2013).
L’extrait méthanolique de J. phoenicea dont le site de récolte se trouve & Tabarka a un effet
anti-radicalaire faible (0.020 mg/ml) par rapport a celui récolté a Jbal mansour (0.0087
mg/ml). L’étude de Touhami et al., (2017) dont le but est I’évaluation de I’activité
antioxydante de deux extraits éthanolique et aqueux des écorces et des feuilles de F.
angustifolia provenant de Béja et Nefza, a révélé que I’effet anti-radicalaire dépend du site de
récolte, 'organe végétal et du type du solvant. En effet, I’extrait éthanolique d'écorces de F.
angustifolia récolté du site Nefza a montré la plus faible valeur d’IC50 (0.007 mg/ml),
indiquant une activité anti-oxydante élevée. Cette valeur est plus importante que celle de
I’EMeFX (0.05 mg/ml).

Le protocole d'extraction est I'un des points cruciaux pour I'extraction des composés bioactifs.
L’influence de la variation des solvants et les techniques d’extraction sur la teneur en
composes phytochimiques a éte rapportes par Arunika et al., (2015).

Plusieurs extraits de F. floribunda ont été préparés par plusieurs méthodes. L’extrait de F.
floribunda obtenu par ébullition et sous pression a présenté la valeur d’CI50 la plus basse
(0,241 mg/ml) et la teneur la plus élevée en polyphenols. Les résultats de cette étude ont
suggéré que la méthode d’extraction par ébullition sous pression est la plus efficace pour
acquérir les antioxydants et que la variation des processus d’extraction a un effet sur
I’évaluation de I'activité anti-oxydante (Arunika et al., 2015).

L’extrait méthanolique de F. excelsior est le plus puissant dans le test DPPH avec une valeur
D’IC50 égale a 0.0135 mg/ml. Cette valeur est plus faible que celle de PEMeFX. Les
valeurs D’IC50 de I’extrait hexanique et de I’extrait dichlorométhanique n'ont pas été
déterminées en raison de I'interférence des fortes quantités de chlorophylle présentes dans ces
extraits, cette derniére absorbe également la lumiere a la longueur d'onde de 517 nm
(Middleton et al., 2005). Ces résultats peuvent expliquer la valeur élevée d’IC50 de
PEHXFX (1.21+ 0.08mg/ml).

Les écarts dans les pouvoirs anti-radicalaires des extraits testés peuvent étre en fonction des
profils phénoliques qualitatifs. Les composés phénoliques, y compris les acides phénoligues,
les flavonoides, les tanins et les lignanes représentent la principale classe d’antioxydants
naturels. Ils agissent comme des antioxydants de plusieurs mécanismes: en tant que piégeurs
de radicaux libres, inhibiteurs de la peroxydation lipidique et chélateurs d’ions métalliques
(Miceli et al., 2011; Li et al.,, 2013). Selon Hayouni et al., (2007), les antioxydants
d’origine végétale ont tendance a étre hydrosolubles, car ils apparaissent fréquemment

combinés sous forme de glycosides.
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Une activité anti-oxydante importante a été rapportée pour la quercétine, la rutine, l'acide
caféique et l'acide p-coumarique (Ali et al., 2010).

On peut attribuer I’effet antioxydant a la rutine révélée par HPLC dans les extraits EMeJT,
EDMJT, EMeFX, EDmFX. Cette derniére est un flavonol doté de multiples activités
pharmacologiques, notamment activité anti-oxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire,
antitumoral,  hépatoprotectrice,  vasoprotectrice,  anticarcinogéne,  neuroprotectrice,
cardioprotectrice, antiallergique et antidiabétique (Younis et al., 2016b; Tavares et Seca,
2018).

En raison de la diversité et de la complexité des composés phénoliques contenus dans les
extraits de plantes, il n'est pas facile de caractériser chaque composé et d'évaluer ses activités
anti-oxydantes (Djeridane et al., 2006).

La relation ambigue entre l'activité anti-oxydante et les composés phénoliques totaux peut
s'expliquer de plusieurs fagons. En effet, la teneur totale en composés phénoliques n'incorpore
pas tous les antioxydants, de plus, la synergie entre les antioxydants dans le mélange rend
I'activité anti-oxydante non seulement dependante de la concentration, mais également de la
structure et de l'interaction entre les antioxydants (Almela et al., 2006; Djeridane et al.,
2006).

Plusieurs études sont axées sur la relation entre D’activité anti-oxydante des composés
phénoliques et leurs structures chimiques Khosroyar et Arastehnodeh, (2018). L’activité
anti-oxydante des composés phénoliques dépend principalement du nombre et de la position
des groupes hydroxyles donneurs d'’hydrogene sur les cycles aromatiques des molécules
phénoliques (Djeridane et al., 2006).

Laouar et al., (2017) ont rapporté que l'activité anti-oxydante des flavonoides et des tannins
condenseés dépend de la présence de groupes OH libres, en particulier de la présence du 3-OH
Une corrélation significative a été constatée entre la teneur en polyphénols et en flavonoides
et I’effet anti-radicalaire des extraits de J. thurifera avec un coefficient égale R?=0.4680,
R?=0,9288 respectivement; toute fois, il n’ya pas de corrélation entre le taux des tanins et
I’effet anti-radicalaire (R?>= 0.3158), Ce qui signifie que les composés phénoliques peuvent
étre impliqués dans le piégeage des radicaux libres.

Ces résultats sont conformes aux résultats de beaucoup de groupes de recherche, qui ont
rapporté une telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et I'activité radicalaire
exprimés en 1C50 des genévriers (Al-mustafa et Al-thunibat (2008); Ennajar et al., (2009);
Moein et Moein (2010); Orhan et al., (2011a); Taviano et al., ( 2011); Moein et al.,
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(2014), Karapandzova et al., (2014); Kurti et al.,, (2015); Eljemli et al., (2016);
Mohammad Samaha et al., (2017)).

Le coefficient de corrélation entre la teneur des extraits J. thurifera en flavonoides et I’activité
anti-radicalaire a été fortement significatif, indiquant que 92% de la capacité anti-radicalaire
d'extraits est di a la contribution des flavonoides et qu’ils sont les antioxydants dominants.
Les études de Moein et Moein (2010), Eljemli et al., (2016) et Mohammad Samaha et al.,
(2017) ont également montré une telle corrélation entre les flavonoides et I’activité anti-
radicalaire de J. excelsa., J. thurifera et J. procera.

Les coefficients de corrélation (R?=0.2397, R?=0.1134) ont signalé I’absence d’une
corrélation significative entre la teneur des polyphenols et les tanins des extraits de F.
xanthoxyloides.

Par ailleurs, une corrélation significative entre I’effet anti-radicalaire et la teneur en
flavonoides des extraits de F. xanthoxyloides est trouvée (R?>=0.7269).

une corrélation négative statistiguement non significative a été constatée entre les teneurs en
composés phénolique et I’activité anti-radicalaire de F. floribunda (Arunika et al., 2015). Par
contre, une forte corrélation a été constatée entre I’activité de piégeage du DPPH d’extraits de
F. angustifolia (r = 0.97) et leurs teneur en phénols totaux (Atmani et al., 2009).

Les effets anti-radicalaires des extraits des feuilles de F. ornus et F. pennsylvanica ont
présenté des corrélations trés significatives avec leurs teneurs en composes phénoliques et en
flavonoides, Par contre ceux des écorces ont présenté uniquement des corrélations avec la
teneur en composés pheénoliques (Tahirovic et al., 2017).

Le contenu phénolique élevé est un facteur important pour déterminer les capacités anti-
oxydantes des plantes. Les composés phenoliques tels que les flavonoides, les acides
phénoliques et les tanins possédent diverses activités biologiques telles que des activités anti-
inflammatoires, anti-cancérigénes et anti-athérosclérotiques. Ces activités pourraient trouver
leur explication dans leur caractéristique anti-oxydante (L.i et al., 2008).

Le niveau de correélation entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un aspect
intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques répondent
difféeremment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les composés
phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre
présents dans un extrait (Tawaha et al., 2007).

Selon Arunika et al., (2015) la présence de composés non phénoliques, tels que les acides
uroniques et les acides aminés est susceptible d’engendrer un pouvoir antioxydant supérieur a

ceux générés par les polyphénols. L'attribution exacte de la capacité anti-oxydante a un
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composé, ou a un petit groupe de composants dans un extrait de plante est une tache difficile,
du fait que lactivité efficace dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les

formes isomériques et l'interaction synergique avec d'autres composants (Almela et al., 2006).

e Huile essentielle de J.thurifera
Nos résultats ont révélé que I’huile essentielle de la partie aérienne de J. thurifera n’est pas
dotée d’un effet anti-radicalaire. A une concentration trés élevée (80 mg/ml) elle a présenté
un pourcentage d’inhibition tres faible (0.17%).
Par contre les résultats de Satrani et al., (2015) ont révélé que I’huile essentielle des branches
de J. thurifera est dotée d’une activité anti-radicalaire avec une 1C50 égale a 4.75 pg/ml. Les
auteurs ont expliqué cette capacité par la richesse en terpenes oxygénés (42%).
Nos résultats viennent corroborer ceux rapportes ci-dessous :
Selon Burits et al., (1999) il n'a pas été possible de mesurer les concentrations de I'huile
essentielle de J. procera qui aboutissent a une inhibition de 50% dans les conditions du test
DPPH. Ennajar et al., (2009) ont attribué la faible réactivité de I’huile essentielle des
feuilles et des baies de J. phoenicea (5.36; 14.71 mg/ml respectivement) a la forte
concentration des composés terpéniques (91.0% pour les feuilles et 98.3% pour les baies).
Les extraits de J. phoenicea étaient significativement plus efficaces en tant que piégeurs de
radicaux libres (1C50=0.029 mg/ml) que les huiles essentielles. Cette activité peut étre due
aux phénols présents dans ces extraits, absents dans les huiles essentielles (Boulanouar et al.,
2013). L’huile essentielle des fruits et des feuilles de J. phoenicea a montré une capacité anti-
oxydante relativement faible (Menaceur et al., 2013). De méme, I’huile essentielle et ’extrait
hexanique de J. phoenicea n‘'ont montré aucune activité anti-radicalaire (Keskes et al., 2014).
Hoferl et al., (2014) a révélé que I'huile essentielle des baies de J. communis est un réducteur
tres faible du radical DPPH avec une valeur d’IC50 égale a 34.80 mg/ml.
Dans I’essai DPPH, les huiles essentielles des feuilles et des fruits de J. communis subsp.
hemisphaerica et J. oblonga n’ont pas présenté le méme effet antioxydant. Les huiles
essentielles des feuilles de J. communis subsp. hemisphaerica ont été les plus actives avec
une inhibition égale a 24.0% a une concentration de 4 pl/ml. Les composés purs utilisés
comme standards ont montré une activité anti-oxydante tres différente, allant de 17.74 % pour
le d-terpinéne, aucune activité pour le a-pineéne et une activité extrémement faible pour le -
pinene et le limonéne. Selon Emami et al., (2007), les resultats obtenus ne reflétent pas la
capacité anti-oxydante réelle des huiles essentielles et leurs composés testés. L'augmentation

de l'absorption de leurs solutions peut étre due a la production de chromogenes par divers
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composés dans la solution, entrainant par conséquent une fausse diminution de I'activité anti-
oxydante.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité anti-radicalaire de I'huile essentielle des baies de J.
oxycedrus ssp. macrocarpa et J. oxycedrus ssp. rufescens, en fonction de leur phase de
maturité et des sites de récolte ont révélé que I'huile essentielle J. oxycedrus ssp. macrocarpa
récoltée du site Hawaria et extraite des baies mires est I’antioxydant le plus puissant avec une
IC50 égale a 8 pug/ml. Les huiles essentielles des baies mdres ont présenté une activité anti-
oxydante relativement forte par rapport aux huiles des baies non mdres. Aucune différence
significative entre les effets antioxydants des deux sous-especes (Medini et al., 2012).

Enfin, il existe des différences dans la composition quantitative des huiles essentielles en
raison d'un certain nombre de facteurs: 1’origine géographique, degré de maturité, méthode
d’extraction, etc. Ces différences sont a la base des propriétes biologiques individuelles des
huiles essentielles (Hoferl et al., 2014).

7.1.2. Invivo

Diverses meéthodes ont été appliquées pour estimer la capacité anti-oxydante du plasma
sanguin notamment: le pouvoir reducteur des ions ferriques (FRAP), la capacité anti-
oxydante en equivalent Trolox (TEAC), la capacité d'absorption des radicaux oxygéneés
(ORAC), I’effet scavenger du radical DPPH, etc.

Les résultats des différents dosages du méme matériel végétal peuvent présenter des
différences significatives. Ces derniers sont principalement dus a la diversité de la réactivité
des divers antioxydants contribuant a la capacité anti-oxydante du plasma sanguin avec les
indicateurs. Seules trois méthodes ont fait 1’objet d’applications dans le cadre d’une routine
clinique. Il s’agit des tests : ORAC, TEAC et FRAP.

Le test de la réduction du DPPH est rarement utilisé pour déterminer la capacité anti-oxydante
plasmatique du plasma sanguin (Janaszewska et Bartosz, 2002).

L’administration de 'EMelJT a la dose 400 mg/kg chez les rats pendant 28 jours a entrainé
une augmentation trés significative (p<0.001) de la capacité anti-oxydante plasmatique
(15.15 + 0.67%) par rapport au contréle (6.81 + 0.57%). Par contre, I’administration de
EMeFX a entrainé une augmentation significative (p<0,01) du pouvoir scavenger

plasmatique (11,21 + 0.90%) (Figure 21.).
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Figure 21. Capacité anti-oxydante plasmatique de I’EMelT et de ’EMeFX vis-a-vis du
radical DPPH.

(Les valeurs sont les moyennes + SEM (n=5) ; *** : p < 0,001, ** : p < 0,01 : significativement différent par

rapport au témoin.

Le plasma contient un réseau d’antioxydants endogenes tels que I’albumine, bilirubine,
glutathion réduit et ’acide urique, ainsi que d’antioxydants exogénes dérivés des aliments.
Ces antioxydants peuvent agir de maniere complémentaire et synergique pour fournir une
meilleure protection contre les ERO (Zerargui et al., 2016).

Selon Pincemail et al., (2014) I’acide urique contribue de 35 a 65%, la vitamine C de 0 a
24%, la vitamine E de 10% et les protéines totaux de 10 a 50% dans la capacité anti-oxydante
plasmatique.

Plusieurs études ont montré une amélioration de la capacité anti-oxydante du plasma apres un
apport alimentaire (Avila-Nava et al., 2014; Zerargui et al., 2016). La plupart des études
nutritionnelles ont souligné que I’augmentation du taux plasmatique en polyphénols aprés la
consommation d’aliments riches en ces composés s’accompagne d’une augmentation
significative de la capacité anti-oxydante plasmatique mesurée par le test DPPH. Les
polyphénols peuvent affecter les voies métaboliques conduisant a la synthese d'enzymes
antioxydants et d'antioxydants endogenes de faible poids moléculaire (Chedea et Pop, 2019).
L’augmentation de la capacité anti-oxydante plasmatique est probablement attribuée aux

niveaux élevés d’antioxydants exogénes (polyphenols) acquis suite a une administration
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orale de ’EMelJT et ’EMeFX dont les propriétés anti-oxydantes ont été déja démontrées in

vitro.

2.1.2 Pouvoir reducteur du fer ferrique

Dans ce test la réduction du Fe3* (fer ferrique) en Fe?* (fer ferreux) est mise en évidence par
la mesure spectrophotométrique de l'intensité de la couleur bleu prusse obtenue. Une
absorbance élevée du mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur élevé. La capacité
réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son potentiel antioxydant
(Elmasta et al., 2006; Miceli et al., 2009; Elmhdwi et al., 2015).

Tous les extraits (Figure 22, 23) ont présenté un pouvoir réducteur avec 1’absence d’une
différence significative entre leurs effets (p>0.05). A une concentration de 0.060 mg/ml, le
BHA a présenté une absorbance égale a 0.131. Tous les extraits ont présente des
absorbances plus faibles que celle du BHA a la méme concentration.

Toutes les concentrations des extraits (EHxJT, EDmJT, EMeJT, EHxFX et EDmFX) ont
montré des activités moins ¢€levées que 1’antioxydant synthétique (BHA). Les différences par
rapport a I’antioxydant synthétique ont été statistiquement trés significatifs (p<0.01) en ce
qui concerne PEHXIJT, PEDmIJT et P"EDmFx et significative (p<0.05) pour L’EMelT et
L’EHxFX.

Seul PEMeFX qui a présenté une valeur d’absorbance (0.806) se rapproche de celle du BHA
(1.790). Statiquement il n’a pas présenté¢ de différence significative par rapport au BHA
(p>0.05).

2.0-
-0- EHXJT
EDMJT
1.54
-0- EMeJT
BHA
1.0-

Absorbance a 700 nm

0.0 ="— T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5
Concentration (mg/ml)

Figure 22. Pouvoir réducteur des extraits de J. thurifera et le BHA.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 23. Pouvoir réducteur des extraits de F. xanthoxyloides et le BHA.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).

Des études ont revelé le pouvoir réducteur de quelques especes qui appartiennent au genre
Juniperus et Fraxinus:

Eljemli et al., ont rapporté en 2016 que I’extrait aqueux de J. thurifera a présenté un pouvoir
réducteur avec une IC50 égale a 35.83+0.37 ug/ml. L’absorbance des extraits eéthanoliques
des fruits et des feuilles de J. foetidissima et J. sabina a la concentration 1mg/ml égale a
0.138; 0.146; 0.072; 0.092 respectivement. Les effets réducteurs ont été moins importants
que I’effet de PEMeJT (0.502) (Orhan et al., 2017).

Les différents especes du genre Juniperus qui représentent le matériel végétal des études
de Lesjak et al., (2011); Lesjak et al., (2013); Lesjak et al., (2014); Lesjak et al., (2017);
Chaouche et al., (2013) et Orhan et al., (2017) ont témoigné d’une activité réductrice qui
dépend nettement de 1’organe végétal soumis a 1’extraction .

Le pouvoir réducteur des extraits de certaines espéces appartenant au genre Juniperus varie
d’une espéce végétale a une autre, et au sein de la méme espece. Cette constatation a été
mise en évidence par les études de Miceli et al., (2009); Taviano et al., (2011) et Taviano et
al., (2013).

D’un autre cOté les études d’Elmasta et al., ( 2006); Taviano et al., (2011) et ElImhdwi et
al., ( 2015) ont montré que la polarité du solvant utilisé pour I’extraction affecte le pouvoir
réducteur de: J. communis var. communis; J. communis var. saxatilis; J. drupacea; J.

oxycedrus subsp. oxycedrus; J. oxycedrus subsp. macrocarpa et J. phoenicea.
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Les extraits méthanoliques de deux especes appartenant a la famille Fraxinus (F. ornus et
F. pennsylvanica) ont montré un pouvoir réducteur, ou le pouvoir des extraits des feuilles a
été plus important que celui des extraits des écorces (Tahirovic et al., 2017).

L’extrait méthanolique et aqueux de F. rhynchophylla ont été parmi les extraits des plantes
qui ont présenté la plus haute capacité anti-oxydante dans le test FRAP (Li et al., 2008; Li
et al., 2013). De méme [I’extrait éthanolique de F. excelsior a montré un pouvoir réducteur
important (Bonomo et al., 2017).

Le pouvoir réducteur des extraits (hexanique, acétate d’éthyle, chloroformique et éthanolique)
de F. angustifolia est généralement faible, tandis que les fractions aqueuse issues d’acétate
d’éthyle et du chloroforme ont présenté un pouvoir réducteur comparable a celui du a-
tocophérol (Atmani et al., 2009).

Le pouvoir réducteur (FRAP) et le test DPPH utilisent le méme mécanisme de transfert d’un
¢lectron unique. Ainsi, la révélation d’une importante activité mesurée selon ces méthodes,
montre un pouvoir réducteur des composants constituant les extraits. Bien qu’avec le méme
mécanisme d’action dans ces deux méthodes et le méme extrait, un composé phénolique peut
avoir une cinétique d'oxydation différente selon le test utilise et par consequent un

comportement différent (Boulanouar et al., 2013).

11.2.1.3. Blanchiment du p-carotéene

L'inhibition de la peroxydation lipidique par les extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides a
été déterminée par le test de blanchiment de la B-caroténe / acide linoléique. Ce test simule
l'oxydation des composants lipidiques de la membrane en présence d'antioxydants a l'intérieur
des cellules (Keskes et al., 2014).

Selon Chaouche et al., (2013), l'oxydation de I'acide linoléique produit des radicaux libres
de type dérivés d'hydroperoxydes qui attaquent les onze paires des doubles liaisons de la f-
caroténe, entrainant la disparition de sa couleur jaune.

La présence d’échantillons a activité anti-oxydante peut retarder la décoloration du [-
caroténe en neutralisant les radicaux libres formés dans le systéme (Keskes et al., 2014).
Comme le montre les résultats de ce test exprimés en AAR, tous les extraits de J. thurifera et
F. xanthoxyloides ont inhibé la décoloration du B-carotene en piégeant les radicaux libres

dérivés des linoléates (Figures 24, 25.).
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Figure 24. Activité anti-oxydante relative des extraits J. thurifera et du BHT.

(Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + SD ; *** : p< 0,001 : significativement différent par rapport

au témoin).
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Figure 25. Activité antioxydante relative des extraits F. xanthoxyloides et du BHT.

(Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + SD ; *** : p<0,001; * : p<0,05 : significativement différent

par rapport au témoin, ns: différences non significative par rapport au témoin).
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Figure 26. Activité antioxydante relative de 1’huile essentielle de J. thurifera et du BHT.

(Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + SD ; *** : p<0,001 : significativement différent par rapport

au témoin).

Les activités anti-oxydantes relatives des trois extraits de J. thurifera (EHxJT=65.90 +
4.25%, EDMJT=66.61 + 4.56%, et EMeJT=62.46 + 1.34%) n’ont pas présenté statiquement
des différences significatives (p>0.05); par contre une différence trés significative par rapport
a ’antioxydant synthétique BHT (p< 0.001) a été constatée.

L’ordre croissant de la capacité antioxydante relative des extraits de F. xanthoxloides a été
comme suit : L’EHeFX (127.34 + 3.31%); EDmFX (98.25 + 3.92%) ; EMeFX (89.97 %
4.51%).

L’activité de L’EHeFX est significativement supérieure (p<0,001) a celle du BHT. L’effet de
I’extrait EDmFX a été appréciable et son pouvoir antioxydant n’a pas présenté une différence
par rapport au BHT (p>0.05). Une différence significative a été constatée entre L’EMeFX et
le BHT (p<0.05). Seuls PEDmFX et PEMeFX qui n’ont pas présenté¢ de différence
significative entre eux (p>0.05).

L’effet de I’huile de J. thurifera a présenté un effet trés faible (3.73 £ 1.07%), ce qui a été
exprimée statiquement par I’absence d’une différence significative (p=>0.05) par rapport au
contréle négatif (Figure 26.).

Tous les échantillons testés de J. drupacea ont présenté une activité anti-oxydante

appréciable. L'extrait éthanolique et I’extrait d'éther de pétrole a la concentration 200 pg/ml
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ont présenté des taux d’inhibition égales a 88.9 et 83.6% respectivement (El-ghorab et al.,
2008).

Le pourcentage d’inhibition de la décoloration du [-caroténe présenté par I’extrait
méthanolique des feuilles de J. phoenicea est égale a 13.90%, tandis que celui des rameaux
est égale a 20.33 % et celui des baies égale a 2.51% (Soltani et al., 2017). En effet, les taux
d’inhibition des extraits de J. phoenicea sont inferieures par rapport a celui de I’EMel]T
(62.49%). De plus, I'extrait d'écorce des racines de J. oxycedrus subsp. oxycedrus a inhibé la
décoloration du P-caroténe d’une manicre plus importante que Iextrait des aguilles
(Chaouche et al., 2013).

Les extraits methanoliques de J. foetidissima; J. phoenicea; J. excelsa; J. oxycedrus subsp.
oxycedrus; J. communis subsp. nana; J. sabina ont efficacement inhibé I'oxydation de I'acide
linoléique. les extraits méthanolique de J. phoenicea et J. sabina ont éete les plus puissants et
ont présenté a la concentration 100 pg/ml un taux d’inhibition égale a 81.14; 74.13%
respectivement (Ozturk et al., 2011).

La méthode du blanchiment du - caroténe a mis en évidence I’inhibition modérée (38.41%)
de I’extrait éthanolique du F. excelsior (Bonomo et al., 2017). Un effet faible par rapport a
celui de PTEMeFX (89.97%).

Contrairement a I’HEJT obtenue par distillation, I'huile essentielle de J. phonicea obtenue par
un Clevenger a été dotée d’une activité trés importante ou le taux d’inhibition a atteint un
taux de 89.9%. En outre, son extrait méthanolique a été un puissant antioxydant (79.2%),
alors que son extrait hexanique n'a pas montré aucune activité anti-oxydante (Keskes et al.,
2014).

L’étude de Soltani et al., (2017) a révélé que I’inhibition du blanchiment du p-carotene
dépend d’un cOté de I’organe végétal et d’un autre c6té du solvant utilisé pour I’extraction.
Les résutats de cette étude ont révelé I’absence d’une corrélation entre les polyphénols, les
flavonoides et les tanins et I’activité anti-oxydante relatives des extraits de J. thurifera (R*=
0.2727; R?= 0.04146; R?=0.2635 respectivement). Les composés phénoliques n’agissent pas
comme les plus importants composants antioxydants d’un extrait. Il peut y en avoir d’autres
constituants actifs non phénoliques tels que les acides uroniques et les acides aminés,
susceptibles de produire un pouvoir antioxydant supérieur a ceux générés par les polyphénols
(Arunika et al., 2015).

Les effets antioxydants des extraits de F. xanthoxyloides se sont corrélés avec les teneurs en
polyphenols, les flavonoides et les tanins  (R?=0.4681; R?=0.5070; R?=0.6210

respectivement).
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2.2. Activité antimicrobienne

La résistance aux agents antimicrobiens est actuellement reconnue comme un probléme
mondial majeur de la santé publique. Les extraits des plantes doués d’effet antimicrobien ont
été considérés comme une source de nouveaux agents antimicrobiens pour I’avenir. Les
composés phénoliques sont connus pour avoir une activité contre un grand nombre de micro-

organismes (Miceli et al., 2011).

eExtraits organiques
Le potentiel antimicrobien des extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides a été évalué en
utilisant plusieurs souches, chacune possédant une structure cellulaire et un métabolisme
particulier.

Les zones d’inhibition obtenues sont représentées dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 10. Diamétre de la zone d’inhibition de ’EMelT.

Diamétre de la zone d’inhibition *(mm)

Les souches bactériennes Les dilutions de PEMeJT

1/2 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13.66+1.69 12.66+1.54 9.66+0.58 8.00+0.00
Staphylococcus aureus ATCC 16.33+1.15 14.33+0.58 11.00+0.00 8.00 +0.00
Entérobacter sp BLSE - - - -

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -

Tableau 11. Diamétre de la zone d’inhibition de 'EDmJT.

Diamétre de la zone d’inhibition *(mm)

Les souches bactériennes Les dilutions de PEDmJT

112 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 7.00£0.00 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 11.66 £0.58 10.33+2.08 10.00+0.00 9.33+0.58
Entérobacter sp BLSE - - - -

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -
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Tableau 12. Diamétre de la zone d’inhibition de ’EHxJT.

Diameétre de la zone d’inhibition *(mm)

Les souches bactériennes les dilutions de PEHxJT

Yo 1/4 1/8 1/16
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 7.00£0.00 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 15.66 £ 0.58 14.66 £0.58 13.33+1.54 12.33+0.58
Entérobacter sp BLSE - - - -

Klebseila pneumoniae BLSE - - - -

(*) Diamétre de la zone d’inhibition produite autour des disques par 1’ajout de 10 puL d’extrait.

(Diamétre du disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures +SD.

La sensibilité & I’extrait éthanolique de J. Capparis spinosa, Juniperus phoenicea, Ruta
graveolanse et Artimisia herba albaest a été classée selon le diamétre des zones d’inhibition
comme suit : non sensible (-) pour le diamétre moins de 6 mm; sensible (+) pour un diametre
entre 6-15 mm; tres sensible (+ +) pour un diameétre entre 16-25 mm et extrémement sensible
(+++) pour le diamétre plus que 25 mm (Aljaiyash et al., 2014).

Le tableau .13. ci-dessous montre la sensibilité des souches testées vis-a-vis les extraits de J.

thurifera.

Tableau 13. La sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis les extraits de J. thurifera.

) Sensibilité
Souches bactériennes
EMeJT EDmMJT EHXJT
Escherichia coli ATCC - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC  * * *
Staphylococcus aureus ATCC ++ * ++

Entérobacter sp BLSE - - _
Klebseila pneumoniae BLSE - - -

Non sensible (-), Sensible (+), Tres sensible (+ +), Extrémement sensible (+++)

Les résultats ont montré que:
Les souches Escherichia coli ATCC, Entérobacter sp BLSE, Klebseila pneumoniae BLSE
posseédent un potentiel de résistance trés élevé contre I’action antibactérienne des 3 extraits de

J. thurifera.
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L’EMeJT, EDmJT et ’EHxXJT se sont avérés actifs contre Pseudomonas aeruginosa ATCC
et Staphylococcus aureus ATCC. Cette derniére a été sensibilisee méme a faibles
concentrations d’extraits. A la dilution 1/16 L’EHxJT est demeuré actif contre
Staphylococcus aureus ATCC (12.33mm).

Tous les extraits de F. xanthoxyloides ne sont pas doués d’effet antibactérien.

Les résultats ont révélé des réponses variables en fonction des souches, de la concentration,
du type de I’extrait testé et que la sensibilité ou la résistance aux antibiotiques n’a aucun
rapport avec celle des extraits.

Plusieurs travaux ont mis en evidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) vis-a-vis
les extraits de certains especes de Juniperus par rapport aux Gram (-) ( Ennajar et al., 2009;
Miceli et al., 2009; Miceli et al., 2011; Taviano et al., 2011; Ehsani et al., 2012; Taviano
et al., 2013; Weli et al., 2014; Mohammad Samaha et al., 2017), ceci peut étre attribué a
la différence de la composition des membranes externes des bactéries Gram (-) et Gram (+).
Les extraits hexaniques et éthanoliques de J. excels a la concentration 2 mg/ml n’ont aucun
effet sur E. coli, mais ils ont inhibe la croissance de S. aureus (13.29 mm) et P. aeruginosa
(8.7 mm) (Weli et al., 2014).

Les extraits de J. foetidissima; J. phoenicea; J. excelsa; J. oxycedrus subsp. oxycedrus; J.
communis subsp. nana; J. sabina a une concentration de 20 mg/ml ont présenté une activité
contre certains des microorganismes testés. L’extrait méthanolique de J. sabina a présenté
une zone de 8 mm contre P. aeruginosa ATCC. S. aureus ATCC a été inhibé par I’extrait
hexanique de J. excelsa, I’extrait méthanolique de J. foetidissima et J. sabina (7, 8, 8.5 mm
respectivement) (Ozturk et al., 2011).

Des effets antibactériens intéressants par rapport a ceux enregistrés chez ’EHXJT et TEMelJT
qui ont été utilisés a des concentrations qui s’étendent de 62.5 jusqu’a 500 mg/ml.

Les extraits méthanoliques de J. communis var. communis, J. communis var. saxatilis, J
drupacea , J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. oxycedrus subsp. macrocarpa, J. drupacea ont
montré une meilleure activité contre S. aureus (Taviano et al., 2011; Miceli et al., 2011;
Taviano et al., 2013).

L’effet antibactérien des différents extraits de J. indica, J. oxycedrus et J. communis change
selon les solvants utilisés pour 1’extraction (Karaman et al., 2003; Kumar et al., 2010a;
Kumar et al., 2010b; Sati et Joshi, 2010; Mahajan et al., 2012).

La croissance d’E. coli a été inhibée par des extraits d’autres espéces qui appartiennent au
genre Juniperus, notamment : I’extrait méthanolique de J. oxycedrus (Digrak et al., 1999),

I’extrait éthanolique et ’extrait d’ether de pétrole de J. drupacea (El-ghorab et al., 2008),
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I’extrait méthanolique et hexanique de J. communis (Sati et Joshi, 2010), I’extrait
méthanolique de J. phoenicea et J. communis subsp. nana (Ozturk et al., 2011), l'extrait
d'éther de pétrole de J. indica (Mahajan et al., 2012), et I’extrait méthanolique de J.
phoenicea ssp. phoenicea (EImhdwi et al., 2015).

L’extrait méthanolique et d’ether de pétrole de J. communis a la concentration 100 mg/ml
s’est avéré actif vis-a-vis P. aeruginosa, E. coli et S. aureus dont les zones d’inhibitions
varient entre 14 mm et 16.5 mm. On peut attribuer la différence entre les résultats trouvés par
Kumar et al., (2010) et nos résultats a la méthode d’extraction (soxhlet) utilisée.

L’étude de Digrak et al., (1999) a révélé que I’activité antibmicrobienne J. oxycedrus est
organo-dependante.

L’extrait éthanolique des branches de F. uhleia s’est révélé actif contre S. aureus et inactif
vis-a-vis E. coli ( Dimayuga et Garcia, 1991).

L’¢tude (Middleton et al., 2005) n’a révélé aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-
vis les bactéries Gram (+) ou Gram (-). Toutes les especes bactériennes testées a l'aide de la
microplaque a 96 puits notamment E. coli NCIMB 8110 ; E. coli NCIMB 4174; S. aureus
NCTC 10788; S. aureus NCTC 11940 et P. aeruginosa NCTC 6750 ont été sensibles a
I’extrait hexanique et dichlorométhanolique de F. Excelsior. L’extrait méthanolique n’a pas
inhibé la croissance d’E. coli NCIMB 4174 et S. aureus NCTC 11940.

Les bactéries Gram (-) indépendamment de la membrane cellulaire, possedent une couche
supplémentaire, qui se compose de phospholipides, de protéines et de lipopolysaccharides.
Cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Néanmoins, la présence des
porines dans cette couche permettra la diffusion libre des molécules ayant une masse
moléculaire en-dessous de 600 Da (Georgantelis et al., 2007).

La différence structurelle des bactéries joue un rdle important dans leur sensibilité. Sans
membrane externe, la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif peut étre pénétrée
facilement et par conséquent la force motrice des protons, le flux d'électrons, le transport actif
et la coagulation du contenu cellulaire est perturbé (Ennajar et al., 2009).

L’hypersensibilit¢ de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la
probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH, et les extraits naturels dus a lI'absence de la membrane
externe (Balentine et al., 2006).

L'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée, particulierement en

présence des facteurs qui peuvent déranger I’intégrité de la cellule et/ou la perméabilité de la
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membrane, telle que les basses valeurs du pH et les concentrations accrues en NaCl
(Georgantelis et al., 2007).

Pour qu'un composé phénolique fonctionne efficacement comme un agent antimicrobien, il
doit étre partiellement hydrophobe. L'hydrophobicité partielle de certains composés
phénoliques leur permet d'agir efficacement au niveau de l'interface membranaire, ce qui
déstabilise en consequence la cellule en affaiblissant son intégrité membranaire.

De plus, l'activité bactériostatique contre les bactéries Gram (+) peut étre due a la formation
d'agrégats pseudomulticellulaires. 1l a été récemment démontré que le 3-O-octanoyl (-)
épicathéchine induit la formation de ces agrégats. Probablement, les flavonoides ne tuent pas
les cellules bactériennes mais induisent simplement la formation d'agrégats bactériens et
réduisent ainsi le nombre d'UFC dans les comptes viables (Miceli et al., 2011).

Plusieurs études ont rapporté que les différences trouvées peuvent étre attribuées a plusieurs
variables tels que les facteurs inhérents (variéte, facteurs écologiques, variations saisonniéres)
(Moreira et al., 2005; Sagdic et Ozcan 2003; Celiktas et al., 2007b; Turkmen et al.,
2007), le solvant et la méthode utilisée pour 1’extraction, la sensibilité des bacteries (Loziene
et al., 2007), la charge du disque (Rasooli et al., 2008), la méthode utilisée pour I’évaluation
de I’activité antibactérienne (Natarajan et al., 2005; Fazeli et al., 2007) et finalement
I’organe de la plante utilis¢é (Natarajan et al., 2005).

Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides phénoliques, flavonoides et les tanins
servent comme un mécanisme de defense des plantes contre les micro-organismes, les
insectes, et les herbivores pathogenes (Falleh et al., 2008). L’epigallocatéchine, la catéchine,
la myricétine, la quercétine, (Shan et al., 2007) et la lutéoline (Askun et al., 2009) sont des
substances antibactériennes importantes.

Selon Miceli et al., (2009) les polyphénols, en particulier les flavonoides, se sont révelés des
agents antimicrobiens efficaces contre plusieurs micro-organismes. Des études dont le but est
la recherche du mécanisme d'action des flavonoides ont montré que ces composés ont des
multiples cibles et non pas un site spécifique. L'activité de l'apigénine, a éeté partiellement
attribuée a l'inhibition de 'ADN gyrase.

Il est certain que l'activité antimicrobienne des extraits dépend non seulement de la présence
des composés phénoliques mais également d'autres métabolites secondaire tels que les
terpénoides, dont l'activité antimicrobienne a été largement confirmée (Miceli et al., 2009).
Selon Falleh et al., (2008) I’activité antimicrobienne dépend de I’emplacement et le nombre

des groupes d'hydroxyles.
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La présence de [I’apigénine, lutéoline révélée par HPLC, peut expliquer I’activité
antibactérienne de certains extrais de J. thurifera. L’inefficacité des extraits de F.
xanthoxyloides pourrait étre due a lincapacité des agents antibactériens de diffuser
uniformément dans I'agar (Hayouni et al., 2007).

Il est important, de préciser qu’un résultat observé lors de I’évaluation d’un extrait brut ou
d’une fraction enrichie est la composante de deux paramétres : I’activité intrinséque des
produits actifs et leur quantité relative dans I’extrait. Par exemple, une activité avérée d’un
extrait peut aussi bien étre le reflet d’une faible quantité de constituants tres actifs que d’une
grande quantité de constituants peu actifs (Ferrari, 2002), ou a certains constituants tels que
les hydrocarbures et les alcools qui ont démontré une synergie (Chaibi et al., 1997).

Il ne faut pas oublier que le produit actif qui se présente dans la plante peut étre : soit actif
sans étre métabolisé et aura ainsi une activité in vitro et in vivo ; soit actif aprés métabolisme
et dans ce cas il sera inactif in vitro et actif in vivo.

Des études ont monté qu’en fonction de la période de la récolte, il aura des variations tres
importantes dans la composition chimique et par conséquent dans [’activité biologique. A
titre d’exemple le taux d'acide vanillique dans le latex obtenu par incision du tronc d'Alafia
multiflora varie selon la période de récolte de 5% a 16% et parallelement son effet d'un
facteur 3. Il est toujours possible que l'ajout de DMSO a un extrait végetal diminue son effet
de telle maniére que le résultat na qu'une valeur relative (Balansard, 2007).

Finalement, il s’agit d’extraits, contenant un grand nombre de composés différents. 1l est donc
probable qu’ils contiennent des composés qu’une fois purifiés, auront une activité comparable

a celle d’un agent chimique.

eHuile essentielle de J. thurifera
De méme, la sensibilité aux différentes huiles a été classée selon le diamétre des zones
d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour le diamétre moins de 8 mm ; sensible (+) pour
un diametre entre 9-14 mm; tres sensible  (+ +) pour un diamétre entre 15-19 mm et
extrémement sensible  (+++) pour le diamétre plus que 20 mm (Moreira et al., 2005)
(Tableau 14.).
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Tableau 14. Diamétre de la zone d’inhibition de ’HEJT la sensibilité des souches

microbiennes.

Souches microbiennes Diametre de la zone Sensiblité

d’inhibition (mm)*

Escherichia coli ATCC 7.33+1.15 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC  39.33%£1.15 +++
Staphylococcus aureus ATCC 13.66+0.58 +

Entérococcus feacalis ; -
Klebseila pneumoniae BLSE ; -
Candida albicans 14+1.00 +

(*) Diamétre de la zone d’inhibition produite autour des disques par 1’ajout de 10 puL d’extrait. (Diamétre du
disque est inclus) les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures +SD.

(-) non sensible; (+) sensible et (+++) extrémement sensible.

Les résultats ont montre que :

L’HEJT s’est révélée actif contre Pseudomonas aeruginosa ATCC, Staphylococcus aureus
ATCC et Candida albicans.

L’HEJT a montré un effet antimicrobien remarquable et comparable a celui de quelques
antifongiques et des antibiotiques de référence.

La bactérie Pseudomonas aeruginosa ATCC est une bactérie Gram (-), mais elle s’est révélée
extrémement sensible a ’EHJT. La zone d’inhibition de L’HEJT (39 mm) est supérieure a
celle obtenue avec quelques antibiotiques (Gentamicine 14 mm, Imipenemel6émm ;
Ticarcilline + Acide clavulanique 23mm)

L’effet de I’'HEJT contre Candida albicans (14mm) est similaire & celui de I’antifongique
I’ Amphoteric —B.

L’HEJT n’a pas conservé son effet microbien aprés les dilutions (1/250, 1/500, 1/1000,
1/2000).

Les huiles essentielles extraites des rameaux de J. thurifera se sont montrées actives et ont
inhibé tous les micro-organismes (E. coli, Bacillus subtilis, S. aureus, Micrococcus luteus,
Aspergillus niger, Penicillium digitatum et Penicillium expansum) a la concentration de
1/100. Le germe le plus sensible était Penicillium expansum dont la croissance est inhibée a
une concentration 1/2000 (Mansouri et al., 2010).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles des baies mires et non mdres et des feuilles

de J. oxycedrus ssp. oxycedrus, J. phoenicea ssp. turbinata et J. communis ssp. communis
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contre Candida albicans, S. aureus, E. coli, et P. aeruginosa était géneralement non
significative (Angioni et al., 2003). La concentration 1/250 de I’huile essentielle des rameaux
de J. communis était suffisante pour inhiber la croissance d’E. coli, S. aureus (Mansouri et
al., 2011b).

Six souches bactériennes (y compris S. aureus ATCC, Enterococcus faecalis MFBF) parmi
les neuf souches testées ont été sensibles a I’huile essentielle des baies de J. communis. La
souche E. coli a été résistante. Les bactéries Gram (-) ont été moins sensibles que les Gram
(+). Toutes les levures et les champignons (y compris Candida albicans MFBF) se sont
avérés sensible (Pepeljnjak et al., 2005).

L’huile essentielle de feuilles de J. phoeniceaa a montré une activité antimicrobienne
modérée contre les souches bactériennes Gram (+) et inactive contre les souches Gram (-)
(Aitouazzou et al., 2012).

Angioni et al., (2003) ont signalé que les huiles essentielles des feuilles de J. phoenicea ont
une faible activité contre S. aureus et aucune activité contre E. coli et P. aeruginosa.

L’huile essentielle de feuilles de J. phoenicea a présenté également une faible activité
antimicrobienne vis-a-vis S .aureus (10.3 mm); E .coli (9.6 mm); P. aeruginosa (6.8 mm)
(Mazari et al., 2010).

Les resultats de la methode de microdilution en bouillon ont montré que les huiles
essentielles de J. communis, J. oxycedrus et J. phoenicea subsp. turbinata n’ont pas inhibé la
croissance d’E. coli ATCC, S. aureus ATCC et P. aeruginosa ATCC (Cosentino et al., 2003).
La comparaison des valeurs des CMI (Concentration minimal inhibitrice) a montré que les
huiles essentielles des rameaux J. sabina et des feuilles de J. foetidissima ont une faible
activité antimicrobienne contre Candida albicans, E. coli, P. aeruginosa et S. aureus (Asili et
al., 2010).

L’huile essentielle des feuilles de J. oxycedrus ssp. oxycedrus a montré une activité marquee
contre certains souches Candida, en particulier C. krusei, C. glabrata et C. albicans D5
(Cavaleiro et al., 2006).

Les huiles essentielles des baies de J. drupacea; J. oxycedrus. subsp. macrocarpa; J.
oxycedrus. subsp. oxycedrus; J. phoenicea sont plus actives que les huiles des feuilles.

La croissance des souches Candida albicans, E. coli, P. aeruginosa et S. aureus a été
inhibée seulement par I’huile essenticlle des baies. L’huile essentielle des baies de J.
oxycedrus sp. oxycedrus était la plus active tandis que celle des feuilles de J. phoenicea était

la plus faible. L’activité antibactérienne des fractions de I’huile essentielle des baies J.
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oxycedrus subsp. oxycedrus a été testée et les résultats ont montré que la fraction la plus
active était riche (88.4%) en a-terpineol (Stassi et al., 1996).

Il y’a une efficacité d’inhibition plus remarquable des huiles essentielles des rameaux des
deux sous-espéeces de J. phoenicea (J. phoenicea ssp. lycia et J. phoenicea ssp.turbinata) par
rapport aux huiles essentielles des fruits (Mansouri et al., 2011a).

De méme les résultats d’El-Sawi et al., (2007); Ennajar et al., (2009) et Amalich et al.,
(2015) ont montre que I’effet de I’huile essentielle de J. phoenicea est organo-dépendant.
L’influence de la méthode de séchage sur le rendement, la composition chimique et ’activité
anti-oxydante et antimicrobienne des huiles essentielles des feuilles et des baies de J.
phoenicea a été rapporté par Ennajar et al., (2010).

Ennajar et ses collaborateurs (2009) ont attribué la différence dans I’effet antimicrobien des
huiles des feuilles et des baies de J. phoenicea a la présence des monotepenes et
sesquiterpénes oxygénés dans le profil chimique de I’huile essentielle des feuilles.

L’étude de Balaban et al., (2003) a montré que I’activité antifongique des extraits de J.
foetidissima difféerent largement en fonction des espéces de champignons et de la polarité des
extraits.

L’effet antimicrobien de I’huile essenticlle de J. phoenicea récolté a partir de 4
sites differents (Boutaleb (Setif), Boussaada (M’sila), Menaa et T’kout (Batna) et Elhadjab
(Biskra)) ont montré des activités qui varient d’un site a autre. L’échantillon d’Elhadjab a été
le plus actif (Ramdani et al., 2013).

L’étude de Moein et al., (2010) a révélé I’effet de la charge du disque sur ’effet
antimicrobien. Les disques ont été imbibés soit par 2, 4 ou 8 pl de I’huile essentielle de J.
excelsa. sp. polycarpos. La quantité de 8ul par disque qui a permet I’inhibition de tous les
microorganismes testés.

L’influence du contenu de la gélose sur la solubilité¢ de certains constituants de 1'huile a été
établie. Plus la teneur en agar est élevée, plus la solubilité est faible, plus les zones
d'inhibition sont petites. Le pH du milieu semble également jouer un réle important. Par
exemple I'huile d'anis était plus active contre Penicillium brevicompactum, Aspergillus
fumigatus et Cladosporium herbarum a pH égale a 4.8 qu'a pH égale a 6.8 (Janssen et al.,
1987).

La différence dans la sensibilité des souches testées peut étre attribuée a la capacité de la
pénétration des constituants de I'huile essentielle a travers la paroi cellulaire. La capacité de
I'huile essentielle a rompre la barriére de perméabilité des membranes cellulaires et la perte du
(Ennajar et al., 2010).
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L'huile essentielle de la plante J. sabina posséde une activité antimicrobienne qui s’est
corrélée avec les teneurs en terpenes (Abdel-Kader et al., 2017).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles pourrait, en partie étre associée a leurs
constituants majeurs. Des études antérieures ont montré I’effet antimicrobien de certains
composants tels que: a-pineéne, B-phellandrene, o-terpinyl acétate et le cédrol. Par ailleurs,
les composants en quantité mineure peuvent également contribuer a l'activité antimicrobienne
des huiles essentielles, impliquant probablement un certain type de synergie avec d'autres
composés actifs (Ennajar et al., 2009; Mazari et al., 2010).

Les huiles essentielles des brindilles et des feuilles de J. excelsa ont montré des activités
antimicrobiennes intéressantes contre S. aureus, par contre elles étaient inefficaces contre E.
coli et C. albicans. Les trois principaux constituants (a-Pinéne o-Cédrol et le 5-Car-3-ene)
ont été testés séparément et en mélange en fonction de leurs quantités respectives dans I'huile
(40% o-pinene, 30% a-cédrol, 5% &-car-3-éne,). Le 6-Car-3-ene a été le composant le plus
actif. La plupart des composants de cette huile ont été identifiés et n’ont pas expliqué en détail
’activité biologique de cette huile (Khoury et al., 2014).

Il est difficile d’attribuer I’activité d’un mélange complexe a un constituant particulier.
L’attribution de I’activité de J. oxycedrus ssp. oxycedrus au composé principal le a-pinene ne
semble pas fondée par ce que I’évaluation de I’activité¢ antifongique du a-pinéne et du 6-3-
caréne a révélé que ce dernier est le plus actif constituant de I’huile essenticlle de J.
oxycedrus ssp. oxycedrus (Cavaleiro et al., 2006).

L'huile essentielle de J. communis et ses fractions obtenues ont été testées pour evaluer leur
activité antimicrobienne contre certaines bactéries, levures et champignons. 1l a été établi que
les fractions contenant les concentrations élevées en a-pinéne (99.5%) ou le a-pinene et
sabinéne (63.1%, 35.7%) ont inhibé efficacement la croissance des micro-organismes en
particulier celle des champignons. L’huile essentielle a présenté une faible activité
antimicrobienne (Glisic et al., 2007).

Les zones d’inhibition les plus importantes de 1’huile essentielle de J. communis ont été
observées chez les deux souches de C. albicans (37 et 29.3 mm) et les deux souches de S.
aureus (24 et 28 mm). Le reste des souches testées, y compris P. aeruginosa, se sont avérées
peu sensible ou résistantes. Aucun des composants de ’huile essentielle n’a été un inhibiteur
antibactérien ou antifongique plus puissant que I'huile elle-méme. L’effet antimicrobien peut
étre le résultat de I'effet synergique de tous les composants ou l'activité d'un seul composant

qui n’est pas encore identifié (Filipowicz et al., 2003).
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Selon Aitouazzou et al., (2012) la souche d’E. coli a présenté une sensibilité
significativement plus élevée a un certain nombre de composés, tels que le terpinéne-4-ol et
le linalol. Comme ces deux composés n’ont pas été préalablement détectés dans I’huile
essentielle de J .thurifera, ceci peut expliquer la résistance d’E. coli a cette huile.
L’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles des arbres males et femelles
de J. thurifera a montré que 1’effet antimicrobien dépend du type de I’huile extraite.

L’huile essentielle des arbres femelles ont été les plus actives. La zone d’inhibition maximale
a été enregistrée chez S.aureus ATCC (17 mm) et E. coli ATCC (16 mm). La croissance de
P. aeruginosa ATCC n’a pas était inhibée. Le sexe de I'arbre affecte la composition
chimique et [Dactivit¢ antibactérienne des huiles essentielles. La croissance des arbres
femelles est moins active que les arbres males, par contre la biosynthése des métabolites
secondaires est plus importante chez les arbres femelles, ce qui peut expliquer [I’effet
antibactérien des huiles essentiels de ce type d’arbres (Zeraib et al., 2014).

Comme la variabilité de la composition chimique d’une huile essentielle influe son effet
antimicrobien, il convient de signaler que la composition elle-méme est influencée par les
facteurs suivants: la source botanique (espéce), le lieu de récolte du matériel végétal, période
de la récolte, stade de développement, I’état du matériel végétal (frais ou séché), et la
technique d’extraction.

L’activité antimicrobienne peut parfois étre treés différente, méme au sein d'une méme espece
lorsque I'on utilise différentes souches du méme micro-organisme.

La période d’essai pour les champignons est longue, la décomposition de I’huile essentielle
peut se produire pendant cette période. Le milieu d’essai est un facteur important pour la
détermination de I’activité antimicrobienne d’une substance. Les composants du milieu
peuvent réagir avec les composants des huiles essentielles en les activant ou en les désactivant
(Janssen et al., 1987).

Mansouri et al., (2010) ont attribué I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des
rameaux de J. thurifera a la présence du B-pinéne (36.26%). Son pouvoir bioactif a été prouvé
et a permet son utilisation comme un désinfectant et un insecticide.

Le sabinene, le terpinéne et le cadinene (Mansouri et al., 2011b), linalool, a-cadinol,
globulol, viridiflorol, pulegone, epi-a-cadinol, terpinen-4-ol, germacrene A et le para-methyl
anisole (Zraib etal., 2014) sont connus comme des agents antibactériens.

L’activité de I’huile essentielle de J. thurifera peut s’expliquer par la présence du B-pinene,

sabinéne et le cadinéne. L’effet synergique entre les constituants majoritaires et minoritaires
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de I'huile essentielle de cette espece peut aussi étre pris en compte pour expliquer cette

activité constatée.

2.3.Toxicité

L’introduction des extraits en tant que produits pharmaceutiques, n’aura lieu que S’ils sont
dépourvus de risques. L’exemple des fruits de grenade a illustré la nécessité d'explorer et
d’utiliser de manic¢re adéquate certains aliments. L’activité anti-oxydante des fruits de
grenade a été rapportée et a présenté une grande utilité pharmaceutique. Cependant, ils ont
signalé que certaines préparations galéniques de grenade ont été toxiques en raison de leurs
teneur en alcaloides (Nasri et al., 2011).

L'hypothese selon laquelle les préparations et les remedes a base de plantes meédicinales sont
efficaces et dépourvues d'effets secondaires indésirables ou toxiques par rapport aux
médicaments synthétiques a influencé la consommation aveugle de ces remedes. Ils peuvent
étre administrés pendant une longue période sans tenir compte de la dose ou de la
concentration qui entrainera des effets secondaires toxiques (Unuofin et al., 2018).

Compte tenu des rapports antérieurs sur les effets néfastes des extraits de plantes susceptibles
d'entrainer méme des mortalités, I'évaluation toxicologique des plantes aux proprietes
phytomédicinales est d'une importance primordiale et nécessite un dépistage. Ceci afin de
prendre en compte les effets indésirables légers qui peuvent se manifester qu’aux niveaux
physiologiques ou histologiques (Kumar et al., 2017). Une évaluation scientifique de la
toxicité par voie orale de ces substances est nécessaire afin de révéler les signes cliniques
induits et de déterminer les intervalles des doses qui peuvent étre utilisé sans risque (Das et
al., 2015).

2.3.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué d’une substance correspond aux effets indésirables qui se manifestent apres
I’administration par voie orale ou cutanée d’une dose unique, ou plusieurs doses reparties sur
un intervalle de temps de 24 heurs, ou suite & une exposition a I’inhalation pendant 4 heures
(SGH, 2003; Shukla et al., 2010).

Les signes cliniques apparus chez les rats de chaque groupe ont été suivis continuellement au
cours de I’expérimentation. Le taux de mortalité, les changements dans le comportement des
rats, les signes cliniques d’intoxication (salivation, urine décolorée, respiration irrégulicre,
paleur, léthargie, diarrhée, tremblements et convulsions, chute de poils, éruptions,
larmoiement, etc.) ont été enregistrés (OCDE 423, 2001).
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Selon le Systéme Général Harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques
(SGH, 2013) et ’OCDE 423, (2001) les extraits méthanoliques de J. thurifera et F.
xanthoxyloides sont classés dans la catégorie 5 qui identifie les substances dont la toxicité
aigué est relativement faible mais qui peuvent sous certains conditions étre dangereuses pour
les populations vulnérables.

La DL50 (Dose létale médiane) se situe dans I’intervalle 2000-5000 mg/kg de poids corporel.

Aucune mortalité n’a été signalée, méme a la dose maximale (2000 mg/kg de poids corporel).
Les doses 200 mg/kg et 400 mg/kg de poids corporel (Younis et al., 2018a) ont été
sélectionnées pour les tests ultérieurs.

Pour confirmer le caractére non toxique de tout produit végétal, il faut prendre en compte
plusieurs facteurs pouvant affecter la présence et / ou la concentration des composants actifs
notamment: le stade de la croissance et la maturité de la plante, organe vegétal utilisé
(feuilles, racines, fleurs, graines, etc.), la variation saisonniéere, les conditions de stockage du
produit (fraichement collecté ou stocké pour longtemps) (Tahraoui et al., 2010), la méthode
d'extraction, la posologie (Algandaby, 2015).

Tous les extraits des feuilles et des fruits de J. phoenicea n’ont présenté aucun risque.
L'extrait d'acétate d'ethyle a été le moins toxique, suivi par I'extrait chloroformique, I'extrait
d'éther de pétrole et I'extrait éthanolique. D’autre part les extraits des feuilles étaient moins
toxiques que les extraits des fruits (El-sawi et al., 2014). Cette étude a révélé que la toxicité
d’une plante dépend de la nature de I’extrait ainsi que de la partie végétale.

Les extraits éthanoliques des baies de J. communis ont été tolérable et n’ont montré aucun
effet secondaire chez les rats a la dose 2500 mg/kg (Mascolo et al., 1987). De méme les
extraits (Ether de pétrole, chlorofomique, éthanolique et aqueux) des tiges de J. communis
administré par voie intrapéritonéale a la dose 2000 mg/kg n’ont montré aucune toxicité
(Manvi et Garg, 2010).

Des doses allant jusqu'a 2 000 mg/kg de D’extrait d’acétate d’ethyle des feuilles de J.
communis ont été administrées aux rats afin d’explorer la toxicité orale aigué. Au cours de la
durée de I'étude (14 jours), aucune mortalité n'a été observée et les animaux n'ont pas modifié
leurs apparences générales (Ved et al., 2017).

Les études élaborées par Banerjee et al., (2012, 2013); Bais et al., (2017) ont révélé aussi
que I’extrait méthanolique des feuilles de J. communis aux doses maximales (5000 mg/kg,
2000 mg/kg respectivement) ne présente aucun symptdme toxique comme le changement du

comportement, la perte du poids corporel, la locomotion et la mortalité.
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Selon Moreno et al., (1998) les extraits méthanoliques et dichlorométhanoliques des feuilles
et des tiges de J. oxycedrus ont montré une toxicité limitée avec une DL50 supérieur a 3000
mg/kg. A la fin de la période d'observation (48 h), les extraits méthanoliques des feuilles,
fruits et des tiges de: J. drupacea, J. communis var. communis, J. communis var. saxatilis, J.
oxycedrus subsp. oxycedrus et J. oxycedrus subsp. Macrocarpa n’ont montré aucun signe de
toxicité aigué (Akkol et al., 2009).

Apres administration par voie intra-gastrique de I’extrait méthanolique de F. xanthoxyloides,
aucune mortalité méme a la dose la plus élevée (3000 mg/kg) n’a été enregistrée (Younis et
al., 2018a).

Les animaux ont été gardés sous observation et les symptdémes toxiques ainsi que le taux de
mortalité ont été enregistrés pendant 48 h aprés administration par voie orale des extraits
éthanoliques de 4 algues et 16 plantes (y compris le F. ornus). L’extrait éthanolique de F.
ornus etait sans effet, méme lorsque la dose administrée a atteint 2000 mg/kg (Abouzid et
al., 2014).

L’extrait aqueux des écorces de F. floribunda n’a causé aucune mortalité, méme a la dose
maximale 1000 mg/kg (Arunika et al., 2017). Aucune mortalité, ni changement du
comportement général des rats pendant la période du test de toxicité subchronique des
extraits éthanoliques des feuilles et des écorces de F. angustifolia n’a été signalée
(Medjahed et al., 2016).

2.3.2. Toxicité subaigué

Pendant les 28 jours de I'administration orale et quotidienne de ’EMeJT et TEMeFX a la
dose 400 mg/kg, aucun décés ou des signes de toxicité tels que : diarrhée, agitation,
cheveux hispides, convulsions, tremblements, dyspnée n’ont été enregistrés, ce qui soutient,
de plus I'hypothése de la faible toxicité des deux extraits testes.

Les normes de 'OCDE indiquent que le changement significatif dans la consommation
d'aliments, d'eau et dans le poids corporel, le poids des organes internes et les comportements
généraux sont considérés comme les parametres de dépistage préliminaire de toutes les
toxines (Panunto et al., 2011; OCDE, 2013).

eEffet sur le poids corporel des rats
Le changement du poids est utilisé comme un indicateur général des effets indésirables des
extraits testés, c’est a dire le bien-étre des animaux dépend des variations du poids corporel

(Unuofin et al., 2018). Les animaux qui survivent ne peuvent pas perdre plus de 10% du
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poids corporel initial (Feres et al., 2006). La perte de poids est corrélée a 1’état physiologique
de I’animal (tels que le métabolisme) et peut étre expliquée par I’effet anorexique (Panunto et
al., 2011, Betti et al., 2012).

Il a été rapporté que le gavage oral provoque de nombreuses complications pouvant
augmenter la probabilité de mortalité, notamment la perforation de l'cesophage, la pneumonie
d'aspiration et le stress (Park et al., 2019).

Tous les animaux traités ont connu une évolution pondérale positive, comme le montre le
tableau 15. Les rats du groupe témoin ont montré une augmentation progressive dans le poids
corporel pendant la période du traitement jusqu'a 16.8 + 2.54 g de gain de poids. En revanche,
I'administration de ’EMeJT et ’EMeFX (400 mg/kg / jour) a montré un gain de poids égale
respectivement 27.2 £ 7.10 g; 15.4 + 1.75 g.

Tableau 15. Effet de 'EMeJT et ’EMeFX sur le poids corporel des rats.

Groupes Poids corporel (g)
1°" jour 9°Me jour 18 °M jour 28 ¢™ jour
Témoin 1776 £855  184.6 £8.79 188.6 + 8.43 194.4+7.14

EMeJT (400 mg/kg) 162.6+0.0lns 176.6 +£9.59ns 178 + 9.26ns 189.8 £ 5.67ns

EMeFX (400 mg/kg) 162.8 £4.42ns 166.6 +4.54ns  169.4 +5.69ns  178.2 +£5.49ns

(Les valeurs représentent les moyennes + SEM;

ns: différence non significative par rapport au groupe témoin (p=>0,05)).

Aprés 28 jours de traitement, tous les animaux ont présenté une augmentation progressive du
poids corporel. Ceci indique que I'apport quotidien des extraits n'a pas empéché la prise de
poids et la stabilité de I'appétit pendant la période du test.

Les gains de poids des rats traités avec ’EMeJT et ’EMeFX n’ont pas montré une différence
significative avec ceux des rats du lot témoin (P>0,05). Cette différence non significative
observée peut indiquer que I’administration orale des extraits de J. thurifera et F.

xanthoxyloides a été sans complication et n’a pas perturbé la croissance saine des rats.
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eEffet des extraits sur le poids relatif des organes

Les poids des organes sont des indicateurs de 1’état physiologique et pathologique des
animaux. Le changement du poids des organes est un signe spécifique de la toxicité chez les
animaux de laboratoire. L'effet toxique des remeédes a base de plantes est plus susceptible
d'étre ressenti par des organes importants tels que la rate, le cceur, le foie et les reins en raison
du réle vital qu'ils jouent dans le corps. Le foie étant I'organe principal de la biotransformation
des xénobiotiques, tandis que le rein est I'organe excréteur des xénobiotiques (Unuofin et al.,
2018).

Le poids des organes prélevés (foie, rein et cceur) ont été converti en poids relatif. Les
résultats ont montré qu’il n’ya pas de différence significative entre les poids relatifs des
organes des rats traités avec ’EMelJT et 'EMeFX ala dose 400 mg/kg et ceux des rats du

groupe témoin, ce qui prouve de plus I’atoxicité de ces extraits (Tableau 16.).

Tableau 16. Effet des d’EMelT et d’EMeFX sur les poids relatifs des organes.

Groupes Poids du foie (g) Poids du rein (g) Poids du ceeur (g)
Témoin 2.79+£0.22 0.26 £ 0.00 0.37 £0.00
EMeJT (400 mg/kg) 3.38 £0.28ns 0.29 + 0.01ns 0.34 £ 0.01ns
EMeFX (400 mg/kg) 2.86 +0.15ns 0.30 +0.01ns 0.37 £ 0.02ns

(Les valeurs représentent les moyennes + SEM;

ns: différence non significative par rapport au groupe témoin (p > 0,05)).

eEffet des extraits sur les parametres hématologiques

Le sang est le principal moyen de transport des nutriments et des corps étrangers dans le
corps. Pour cette raison, les composants du sang tels que les globules rouges, les globules
blancs, les plaquettes et I'némoglobine sont les premiers a étre exposés aux concentrations
¢levées de toxines. L’atteinte des  cellules sanguines ont un effet néfaste sur le
fonctionnement normal du corps (Adewaale et al., 2016, Calil Brondani et al., 2017). Les
parametres hématologiques et biochimiques du sérum sont des indicateurs importants de la
toxicité d'un substrat (Park et al., 2019).

Comme le montre le tableau 17. les doses orales de P'EMeJT et ’EMeFX n’ont pas entrainé
un changement significatif de paramétres hématologiques mesurés par rapport aux témoins.
Cela indique que la production des plaguettes, I'nématopoiese et la leucopoiese n'ont pas été
touchées apres I’administration orale des extraits, méme si le systéeme hématopoiétique est

I'une des cibles les plus sensibles des composés toxiques ainsi qu’un marqueur important de
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I'état physiologique et pathologique de I’étre humain et des animaux (Algandaby, 2015). Par
conséquent, ces résultats suggerent que les deux extraits n'ont pas provoqué de changements

hématologiques chez le rat d’ou I’effet non toxicique des deux plantes.

Tableau .17. Effet de PTEMelT et PTEMeFX sur les paramétres hématologiques des rats.

Parametres Témoin EMeJT EMeFX
(400mg/kg) (400mg/kg)
Globules blancs (10%/L) 1.86 £0.23 3.22 +0.69 ns 2.92 + 0,23 ns
Lymphocytes (10%/L) 1.4+0.15 2.56 +0.33 ns 1.32+£0.49 ns
MID (10%L) 0.14 + 0.02 0.3+£0.09 ns 0.28 + 0.04 ns
Neutrophiles (10%/L) 0.32 +0.07 0.72 +0.27 ns 0.6 +0.12 ns
Globules rouges (10*2/L) 7.09 £ 0.26 6.56 + 0.45 ns 6.68 + 0.51 ns

13.32+1.21 ns
40.14 £ 3.57 ns
60 +1.02 ns

19.82 £ 0.37 ns

Hémoglobine (g/dL) 14.34 + 0.62 14 £0.25ns
Hématocrite (%0) 44,16 £ 1.78 41.4+1.20 ns
Volume globulaire moyen (fL) 62.28 £ 0.91 64.2 £ 3.16 ns
Teneur  corpusculaire en 20.14 +0.37 21.75 +1.46 ns
hemoglobine (MCH) (pg)

Corpusculaire moyenne en 32.4+0.18
hémoglobine (MCHC) (g/dL)

33.6 £0.61 ns 33.12+0.21 ns

Plaquettes (10°%/L) 464.6 £30.11  599.6 £ 107.16 ns 567.2 + 33.06 ns
Volume plaquettaire moyen 7.46 +0.06 8.32£0.80 ns 7.42 £0.08 ns
(fL)

(Les valeurs représentent les moyennes + SEM;

ns: différence non significative par rapport au groupe témoin (p > 0,05)).

eEffet des extraits sur les parametres biochimiques
L’analyse des paramétres biochimiques est importante car plusieurs cas de toxicité hépatique
liés a I’utilisation de produits phytothérapeutiques ont été rapportés (Feres et al., 2006).
La créatinine et I’'urée sont des indices couramment utilisés pour mesurer la toxicité rénale.
Par conséquent, toute augmentation de la créatinine et de I'urée sérique sera considérée
comme un marqueur des lésions rénales (Al-Saleem et al., 2018).
Le foie est le principal organe responsable de la biotransformation des xénobiotiques dans

l'organisme et par conséquent, il est I'une des principales cibles des effets néfastes causés par
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les substances toxiques. Les valeurs sériques d'ALT (Alanine aminotransférase) et la
phosphatatse alcaline sont respectivement utilisees comme des indicateurs de Iésions
hépatocellulaires et de maladies hépatobiliaires (Park et al., 2019).

En regle générale, 'atteinte des cellules hépatiques parenchymateuses entraine une élévation
des taux des deux transaminases (AST (Aspartate aminotransférase), ALT). Les ALT sont les
plus spécifiques d'une atteinte hépatique que les AST.

L’AST est présent dans différents tissus (y compris le cceur, les muscles squelettiques, les
reins, le cerveau et le foie), tandis que I'ALT est principalement localisé dans le foie. De plus,
I'AST peut exister sous forme de complexe avec une immunoglobuline, cette macromolécule
peut provoquer une élévation du taux sérique de I'AST, qui peut étre détectée lors de
I'analyse de la chimie du sang et étre induit par erreur (Algandaby, 2015).

Finalement la glycémie est un autre indicateur fiable pour étudier I'effet des composés
toxiques sur le metabolisme (Kumar et al., 2017).

Les résultats présentés dans le tableau 18. ont montré 1’absence d’une différence significative

dans I'analyse biochimique des serums des rats traites et ceux des rats du lot témoin.

Tableau 18. Effet de TEMeJT et ’EMeFX sur les paramétres biochimiques des rats.

Parametres Témoin EMeJT EMeFX

(400 mg/kg) (400 mg/kg)
Glucose (mg/dl) 87.8 £3.86 90.2 £4.70 ns 80.8 £2.52 ns
Urée (mg/dl) 30.8 £ 2.60 37.6 £4.87ns 32.4+3.70 ns
AST (U/L) 67 +6.33 74.6 £ 14.64 ns 64.6 £ 14.55 ns
ALT (U/L) 84 +7.39 86.6 £ 17.14 ns 68.8 £ 14.14 ns
Créatinine (mg/dl) 0.79 £0.06 0.92 £0.08 ns 0.81£0.08 ns

Phosphatase alcaline (U/L) 174.62 £ 9.13 181.62 + 21.74 ns 186.64 + 23.79 ns

(Les résultats sont exprimées en moyenne + SEM;

ns: différence non significative par rapport au groupe témoin (p > 0,05)).

Les taux sériques d’AST et d’ALT, phosphatase alcaline et de la créatinine ne différent pas
des taux du témoin. Par conséquent l'ingestion subaigué de ’EMelT et 'EMeFX a la dose
400mg/kg n’est ni néphrotoxique ni hépatotoxique chez le rat. Ces résultats peuvent étre une

indication des propriétés hépatorénales protectrices de J. thurifera et F. xanthoxyloides.
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De méme, comme le révelent les dosages du glucose, les extraits EMeJT et EMeFX n'ont pas
perturbé le métabolisme glucidique.

La rutine, la lutéoline et I'apigénine sont connus pour avoir des effets hépatoprotecteurs (Calil
Brondani et al., 2017). Leurs présence dans les extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides
identifiées par HPLC peut expliquer I’effet non hépatotoxique de ces extraits.

Les espéces suivants: J. phoenicea (Aboul- ela et al., 2005; Ali et al., 2010; Algasoumi et
al., 2013; Laouar et al., 2017), J. procera (Algasoumi et Abdel-Kader, 2012), J. sabina
(Abdel-kader et al., 2017), J. communis (Manvi et Garg, 2010; Ved et al., 2017; Amresh
Gupta et al., 2017), F. rhynchophylla (Peng et al.,, 2010; Guo et al., 2017) F.
xanthoxyloides (Younis et al., 2016b), F. angustifolia (Madjahed et al., 2016), F. floribunda
(Arunika et al., 2017) ont été précédemment signalé pour avoir des effets hépatoprotecteurs
et peuvent étre utilises comme des agents thérapeutiques.

Selon Lima et al., (2014) les divers paramétres physiologiques des animaux du laboratoire
peuvent varier entre les différentes souches d’une méme espéce et aussi en fonction des
facteurs intrinseques et extrinseques. Par conséquent, il est impératif que chaque centre de
recherche établisse des valeurs de référence pour les animaux en fonction de I'espece, du
régime alimentaire, de la lignée, du sexe, de I'age, ainsi que de la méthodologie utilisée pour
I’analyse des parametres.

Dans cette etude, toutes les différences non signalées avec  quelques parametres
physiologiques des rats (Rattus novergicus Wistar) cité dans la littérature par Lima et al.,
(2014) representent éventuellement des idiosyncrasies et des variations individuelles chez les

animaux et ne sont pas associées a un effet toxique des extraits (Calil Brondani et al., 2017).

eHistologie du foie et des reins des rats
Le poids des organes (foie, reins, poumons, cceur et rate) chez les rats traités ne différent pas
significativement de ceux du groupe témoin. Par conséquent, un examen de sections du foie
et du rein prélevés est nécessaire afin de détecter d'éventuels changements microscopigues.
Les coupes histologiques (Figure 27, 28, 29, 30) des rats traités avec I'EMeJT et FEMeFX
n'ont présenté aucune particularité et ’aspect physiologique des tissus a été maintenu.
L’examen histologique affirme I’hypothése de la faible toxicité des extraits et la possibilité

d’utilisation des deux plantes a des fins thérapeutiques.
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Figure 27. Photomicrographie de I’histologie du foie des rats traités avec I’EMelT a la dose
400 mg/kg (coupes en paraffine, hématoxyline-éosine, x10).

Figure 28. Photomicrographie de I’histologie du rein des rats traités avec ’'EMeJT a la dose

400 mg/kg (coupes en paraffine, hématoxyline-éosine, x10).
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Figure 29. Photomicrographie de I’histologie du foie des rats traités avec I’EMeFX a la dose
400 mg/kg (coupes en paraffine, hématoxyline-éosine, x10).

Figure 30. Photomicrographie de I’histologie du rein des rats traités avec ’'EMeFX a la dose

400 mg/kg (coupes en paraffine, hématoxyline-éosine, x10).
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2.4. Activité anti-inflammatoire

Des études in vivo ont été nécessaires pour confirmer la qualité avantageuse de ces extraits.
Depuis les deux dernieres décennies, la médecine complémentaire et alternative gagne de plus
en plus de popularité dans le monde entier (Bagad et al., 2013).

En raison de la diversité des structures chimiques et des propriétés pharmacologiques, les
plantes médicinales ont été une source d'étude importante pour la recherche de nouveaux
medicaments (Florentino et al., 2016).

L'inflammation est un mécanisme de défense immunologique déclenché en réponse a
plusieurs stimuli nocifs (Aouey et al., 2016). Elle se déroule principalement en trois phases
distinctes. La premiere phase se caractérise par une augmentation de la perméabilité
vasculaire entrainant une exsudation des fluides du sang dans I'espace interstitiel; la deuxiéme
phase implique l'infiltration des leucocytes du sang dans le tissu et la troisiéme phase est
caracterisée par la formation de granulomes et la réparation des tissus (Bagad et al., 2013).
Les mediateurs inflammatoires tels que I'histamine, la sérotonine, I'oxyde nitrique (NO), les
prostaglandines (PGE), les leucotriénes et les cytokines (TNF-a, IL-1 et IL-6) jouent un rdle
crucial dans la réaction inflammatoire en augmentant la perméabilité vasculaire, facilitant
ainsi la migration des leucocytes vers le site (Sarkhel, 2015) et induisent des signes
inflammatoires tels que la douleur, I’cedéme et la rougeur.

En raison de I’implication de I’inflammation dans la plupart des maladies (tels que l'arthrite,
les maladies neurodégénératives, l'ulcére peptique, la colite et le cancer, etc.), elle est
devenue un axe de recherche scientifique mondiale (Agbaje et Fageyinbo, 2012; Al-sayed
et Abdel-daim, 2018). Les médicaments synthétiques, a savoir les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS), les opioides et les corticostéroides sont les médicaments les plus
importants sur le plan clinique utilisés pour le traitement des troubles inflammatoires.
Cependant, leur utilisation a long terme peut induire des effets toxiques, notamment: des
ulceres gastro-intestinaux, des saignements, des troubles rénaux, des hémorroides, I’hépatite,
etc. ce qui limite en conséquence leurs utilisation (Afsar et al., 2015; Kumar et Kashyap,
2015b; Aouey et al., 2016). De méme ils n’ont pas été couronnés de succes pour la guérison
des maladies inflammatoires chroniques tels que la polyarthrite et la dermatite atopique
(Kim et al., 2004).

Pour cette raison, des études ont été menées pour développer et introduire de nouveaux
médicaments ayant moins d’effets indésirables et plus efficaces. Les produits naturels, en

particulier ceux provenant de plantes supérieures ont été une source importante de substances
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ayant un potentiel thérapeutique pertinent, malgré le manque de connaissances sur leurs
mécanismes d'action (Igbe et al., 2010; Ait El Cadi et al., 2012; Jan et Khan, 2016).

2.4.1. Pleurésie induite par la carragénine

La pleurésie induite par la carragénine est un modele expérimental d'inflammation bien
caracterisé utilisé pour évaluer la migration cellulaire, la formation d'exsudat et d'autres
paramétres inflammatoires (Florentino et al., 2016).

Carragénines est un nom générique d’une famille de galactanes linéaires sulfatés, obtenus a
partir de certaines especes d’algues rouges marines. Les trois principaux types industriels sont
les carragénines kappa, iota et lambda (Silva et al., 2010). L’étude de Silva et al., (2010) a
démontré que les carraghénines iota et lambda ont un potentiel inflammatoire plus élevé que
les carraghénines kappa.

L’étude de Vinigar, (1973) a démontré que [I’injection intrapleurale de cet irritant
(carragenine) a provoqué chez le rat une réaction inflammatoire aigué dont laquelle il est
possible de récupérer quantitativement les cellules inflammatoires mobilisées et I'exsudat.
L'évolution temporelle de la formation d'exsudats et la mobilisation des neutrophiles a
suggeré que ces phénomenes sont liés. Les deux courbes ont été sigmoides et ont augmenté
fortement entre la premiéere et la troisieme heure.

La pleurésie induite par la carragénine chez le rat est un excellent modele inflammatoire aigu.
Il est tres utile pour caractériser et / ou cribler de nouveaux médicaments anti-inflammatoires
car I’extravasation du fluide, la migration des leucocytes et divers parametres biochimiques
(tels que les marqueurs des leucocytes activés, la myéloperoxydase (MPO), l'adénosine-
désaminase (ADA), NO) etc.) impliqués dans la réponse inflammatoire peuvent étre
facilement quantifiés dans les exsudats pleuraux obtenus (Mikami et Miyasaka, 1983; Saleh
et al., 1996; Dalmarco et al., 2002; Luchese et al., 2012; Ampadu et al., 2018).

Les parametres quantifiés dans ce travail sont: le nombre des neutrophiles et le volume des
exsudats. Les neutrophiles sont un type des leucocytes polymorphonucléaires, bien reconnus
comme l'un des effecteurs majeurs de I’inflammation aigué. Ils sont généralement les
premiers leucocytes a étre recrutés dans le site inflammatoire. 1ls sont capables d'éliminer les
agents pathogenes par multiples mécanismes (Kolaczkowska et Kubes, 2013).
L'identification des molécules qui inhibent Dinfiltration des neutrophiles dans le site
inflammatoire peut envisager de nouvelles approches pour traiter les patients ayant des

maladies inflammatoires (Ampadu et al., 2018).
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L’infiltration des polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) vers la cavité pleurale des rats
durant les 4 premiéres heures qui suivent ’injection de la carragénine a été exploitée pour
évaluer ’effet anti-inflammatoire in vivo de ’EMelJT et TEMeFX.

L’anti-inflammatoire de contréle, le diclofénac est un inhibiteur de la cyclo-oxygénase est
parmi les anti-inflammatoires les plus utilisés comme témoins dans la recherche des nouveaux
medicaments anti-inflammatoires (Kim et al., 2007).

Le nombre des PMNSs des rats du controle négatif est trés faible (425.56 + 62.23)10° cellule
/ml soit approximativement 6% du nombre des PMNs comptés chez les rats du groupe
controle positif (7221.67 + 1425.13) 102 cellule /ml.

Le prétraitement des rats avec le diclofénac (10mg/kg) a réduit significativement (P<0,001) la
migration des neutrophiles dans le lieu de I'inflammation 4 heures aprés I’injection de la
carragénine avec une valeur égale a (6291.67 + 1431.41)10° cellule/ml par rapport au contréle
positif.

Les groupes traités avec ’EMelT et ’EMeFX ont montré significativement moins de
neutrophiles dans les exsudats pleuraux que chez les témoins.

L’administration orale de ’EMeJT aux doses 200 mg/kg et 400 mg/kg a inhibé l'afflux des
PMNss dans la cavité pleurale. L’EMelT a la dose 200 mg/kg a diminué le nombre des PMNs
(4071.67 + 1299.21)10° cellule/ml par rapport au controle positif soit une diminution de 56%
dans le nombre des PMNs présents dans 1’exsudat. L’effet de I’extrait a la dose 400 mg/kg est
plus important et plus significatif (P<0,001) par rapport au contréle positif. Le nombre des
PMNs a été réduit d’une valeur égale a (5834.99 + 1003.61)10° cellule/ml soit un

pourcentage d’inhibition  égale approximativement a 81% (Figure 31.).
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Figure 31. Effet de ’EMeJT sur le nombre des PMNs aprés 4 heures

de I’injection de la carragénine.

(Les valeurs représentent les moyennes £ SEM; *** :p < 0,001; **: p < 0,01 significativement

différent par rapport au témoin).

Le Prétraitement des rats avec ’EMeFX aux doses 200mg/kg et 400mg/kg a atténué le
nombre des cellules polymorphonucléaires apres I'injection de la carragénine. L’EMeFX a la
dose 200mg/kg a diminué le nombre des PMNs a (1840.00 + 297.99)10° cellule/ml par
rapport au contréle positif, soit une diminution de 75 % du nombre des PMNs présents dans
I’exsudat. Apres I’administration de ’EMeFX a la dose 400mg/kg le nombre des PMNs a été
réduit d’une valeur égale a (640.00 + 34.40)10° cellule/ml soit un pourcentage d’inhibition
égale a 91%. L’effet de I’extrait aux deux doses était tres significatif (p<0,001) par rapport au
contrble positif. (Figure 32.). Les effets des extraits des deux plantes aux deux doses n’ont
pas presente de différence significative (P>0,05).

Le pouvoir anti-inflammatoire des différents extraits était statistiquement similaire a celui
du diclofénac (P>0,05).
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Figure 32. Effet de 'EMeFX sur le nombre des PMNs aprés 4 heures

de I’injection de la carragénine.

(Les valeurs représentent les moyennes £ SEM; ***:p < 0,001 significativement

différent par rapport au témoin).

L'autre signe d'inflammation évalué était la quantité d'exsudat. Apres linjection de la
carragénine dans la cavité pleurale des rats, le volume des exsudats a augmenté d’une valeur
égale 2 0,98 £ 0,11 ml.

Le prétraitement avec I’EMelT aux doses 200 et 400 mg/kg une heure avant I’injection de la
carragénine, a réduit le volume des exsudats a 0.60 + 0.14 ml et 0.55 + 0.28 ml,
respectivement.

De méme ’EMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg a réduit le volume des exsudats & 0.89 +
0.10 ml et 0.91 + 0.14 ml respectivement.

L’extrait méthanolique de J. communis subsp. communis a inhibé I’cedéme de la patte induit
par la carragénine chez le rat d’un taux égale a 60% (Mascolo et al., 1987). De méme les
extraits méthanoliques et dichlorométhanoliques des feuilles et des tiges de J. oxycedrus ont
présenté un effet anti-inflammatoire significatif (Moreno et al., 1998).

Le modéle d'cedéme de la patte induit par la carragénine a été utilisé afin d'évaluer 1’activité

anti-inflammatoire des extraits des feuilles et des baies de J. excelsa, J. foetidissima J. sabina
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et J. oxycedrus subsp. oxycedrus. Les résultats ont révélé que seulement I'extrait éthanolique
des baies de J. foetidissima et la fraction n-butanolique de J. oxycedrus subsp. oxycedrus qui
ont présenté un effet anti-inflammatoire significatif (26.9%, 23.7% respectivement) a la dose
100 mg/kg (Orhan et al., 2012).

Lesjak et ses collaborateurs ont évalué I’effet inhibiteur des extraits de J. sibirica
Burgsdorf, J. foetidissima et J. macrocarpa vis-a-vis lactivit¢ de la COX-1 et la
lipoxygenase (12-LOX) deux enzymes inclue dans le processus inflammatoire. Les résultats
de ces travaux ont révélé que tous les extraits des 3 espeéces sont doués d’activité anti-
inflammatoire (Lesjak et al., (2011); (2013); (2014)).

Les résultats des 3 études élaborés par Lesjak et ses collaborateurs (2011; 2013; 2014) ont
montré que ’effet anti-inflammatoire dépend de la nature de I’extrait et du type d’organe
soumis a I’extraction.

Les extraits méthanoliques des fruits et des feuilles de J. oxycedrus subsp. oxycedrus et J.
communis var. saxatilis ont inhibé d’une fagon signifigative I'eedéme de la patte induit par la
carragénine (extraits de J. oxycedrus subsp. oxycedrus : fruits 29.3%, feuilles 32.6% ; extraits
de J. communis var. saxatilis : fruits 31.9%, feuilles 28.9%). Les mémes extraits ont montré
également une activité anti-inflammatoire significative dans le modeéle d'cedéme de la patte
induit par la PGE2, (extraits de oxycedrus subsp. oxycedrus : fruits 27.9%, 26.7% feuilles;
extraits de de J. communis var. saxatilis : fruits 24.3%, feuilles 29.6%). Cette étude a révélé
nettement que l’effet anti-inflammatoire dépend non seulement de 1’espéce mais aussi de
I’organe végétal (Akkol et al., 2009).

Aprés I’administration intrapéritonéale, I'extrait éthanolique de F. ornus a la dose 15mg/kg a
inhibé d’une fagon significative l'cedéme de la patte induit soit par le zymosane soit par la
carragénine chez la souris (66% ,63% respectivement). Il a également inhibé la voie classique
et la voie alternative d'activation du complément (Stefanova et al., 1995).

L 'administration d’une dose de 10 mg/kg d'extrait méthanolique des parties aériennes de F.
micrantha a inhibé significativement (27%) I’cedéme de la patte induit par la carragénine.
Cet effet a été comparable a celui du médicament référence le Phénylbutazone (30.8%)
(Kumar et Kashyap, 2015b).

L’extrait de F. floribunda obtenu par cette méthode a inhibé I’cedéme induit par la
carragénine d’une maniére significative (55%) (Arunika et al., 2017).

Plusieurs tests in vivo et in vitro ont été réalisés pour évaluer ’activité anti-inflammatoire de
I’extrait méthanolique du F. xathoxyloides et ses fractions. Les résultats ont montré un

potentiel anti-inflammatoire trés intéressant de F. xanthoxyloides tout en réduisant le nombre
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des médiateurs inflammatoires tels que 1'oxyde nitrique. Dans le test de ’cedéme de la patte
induit par la carragénine, la fraction chloroformique a la dose 200 mg/kg a présenté un
pourcentage d’inhibition trés significatif (77%) (Younis et al., 2016a).

Le profil bi-phasique de la migration cellulaire est caractérisé par une migration précoce (4 h)
et tardive (48 h) des neutrophiles et des mononucléaires respectivement. Ces deux phases de
la réponse inflammatoire au carragénine sont nommées premiére (précoce) et deuxieme
(tardive) (Frode et Medeiros, 2001; Frode et al., 2009).

Selon Ekuadzi et al., (2018) la migration cellulaire implique plusieurs processus y compris
l'adhésion et la mobilité cellulaire. L’inhibition de l'infiltration des neutrophiles par TEMEJT
et TEMeFX peut étre due a l'inhibition de l'adhésion cellulaire.

Dans la réponse précoce il aura une génése massive des médiateurs pro-inflammatoires (tels
que: PGE2, TNF, IL-18 et NO) et une activité accrue dimportants enzymes pro-
inflammatoires (tels que 1’adénosine désaminase (ADA) et de myéloperoxydase (MPO))
(Ekuadzi et al., 2018).

La PGE2 est le médiateur principal responsable de I'exsudation qui caractérise la pleurésie.
Cet effet physiologique de la PGE2 survient lorsque celle-ci interagit avec les récepteurs EP2
et EP3 (Ampadu et al., 2018). Par conséquent, I'inhibition des récepteurs EP2 et EP3 pourrait
contribuer a l'activité anti-inflammatoire des extraits des deux plantes.

De méme le NO libéré joue un réle important en tant que vasodilatateur et contribue a
I'exsudation (Luz et al., 2016). La formation d'exsudats est directement liée a I'augmentation
de la quantité du NO produite par I'activation de I'oxyde nitrique synthase Dalmarco et al.,
(2002). Certains composes phénoliques tels que la (+)-catechine, ’lamentoflavone  isolés de
I’extrait méthanolique de J. rigida ont inhibé la production de l'oxyde nitrique (Jeong et al.,
2011). La réduction des volumes d'exsudats par I’EMelT et EMeFX peut étre expliquée par
I’hypothese d’inhibition de 1'oxyde nitrique synthase.

I convient de noter que les effets inhibiteurs induits par les deux extraits n'étaient pas dose
dependant ce qui a été egalement trouvé par Dalmarco et al., (2002).

Il a été démontré que les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires in vivo.
Certains rapports ont montré que cette derniére est importante et sans effets ulcérogénes
caractérisant les médicaments anti-inflammatoires (Di Carlo et al., 1999).

Selon Kim et al., (2004) I’inhibition de la libération des médiateurs pro-inflammatoires est
certainement l'une des cibles d'action des flavonoides. La rutine s’est avérée étre un inhibiteur
de la production du TNF, la lutéoline est un inhibiteur de la production du NO, I’apigénine
est 'un des inhibiteurs de la production du NO et de ’enzyme COX (Afsar et al., 2015).
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L'administration orale de la rutine a significativement réduit la migration des neutrophiles et
I’cedéme de la patte induit chez le rat par la carragénine (Younis et al., 2016a). L'acide
caféique a exercé des effets anti-inflammatoires in vitro et in vivo probablement par le biais de
la modulation de l'expression de NOS (I’oxyde nitrique synthase) et d'autres médiateurs
inflammatoires (Afsar et al., 2015).

Le diterpéne bicyclique I’acide sandaracopimarique isolé de J. thurifera est un inhibiteur de
lipoxygenase (Seca et Silva, 2005).

En tant que modulateurs naturels de I’expression des genes pro-inflammatoires, certains
flavonoides pourraient constituer de nouveaux agents anti-inflammatoires et se sont
considérés comme des candidats rationnels pour des nouveaux médicaments anti-
inflammatoires (Kim et al., 2004, Subash et al., 2016). Différents flavonoides (rutine,
lutéoline, apéginine) ont été révélés par HPLC douées d’activité anti-oxydante et de la
capacite de moduler plusieurs enzymes. Il est donc possible que ces flavonoides soient
responsables de [lactivité anti-inflammatoire  de ces extraits, bien qu'une analyse
supplémentaire est nécessaire pour confirmer cette possibilite.

Plusieurs études ont montré que les tanins sont capables d'induire des effets analgésiques et de
diminuer l'eedéme de la patte induit par le formol et la carragénine (Bokanisereme et al.,
2013). L’effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques de J. thurifera et F.
xanthoxyloides peut étre due a la présence de ces tanins.

le stress oxydatif induit par les especes réactives de I'oxygene (ROS) et I'azote (RNS) tels que
anion superoxyde, peroxynitrite, oxyde nitrique est considérée comme un facteur primordial
dans I'étiologie de diverses maladies inflammatoires (Dalmarco et al., 2009).

Le lien commun entre les oxydants et les reactions inflammatoires est bien établi. Les
leucocytes et d’autres cellules phagocytaires libérent des radicaux libres oxydants (NO, O2 -,
H2>02 et OH") pour défendre l'organisme. Les antioxydants semblent inhiber I'action de
certains oxydants générés dans l'inflammation (Omisore et al., 2004).

Une balance deséquilibrée dans les niveaux des radicaux libres induits par l'injection de
carragénine et les antioxydants peut entrainer [linitiation des dommages cellulaires et
tissulaire (Ekuadzi et al., 2018). L’EMelJT et 'EMeFX sont des antioxydants ayant tendance
a réduire le stress inflammatoire et maintenir 1’équilibre de la balance oxydants /antioxydants.
Les résultats de Khosroyar et Arastehnodeh, (2018) ont révélé qu’il ya une relation directe
entre ’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire et la teneur en extraits phénoliques et

flavonoides de différentes plantes.
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L’amentoflavone est un flavonoide dimeére composé de deux unités d’apigénine révélé chez
plusieurs espéces de Juniperus (J. oxycedrus, J. phoenicea, J. rigida, J. virginiana, J.
chinensis, J. communis, J. drupacea, J. foetidissima, J. bermudiana J. indica, J. macrocarpa
et J. occidentalis) doué d’effets biologiques, telles que antifongiques, antimicrobiens,
antioxydants, anti-inflammatoires, antidiabétiques, etc. (Tavares et Seca, 2018).
L’omniprésence de ce flavonoide a permet de lui attribuer ’effet anti-inflammatoire de
I’EMelT.

La désoxypodophyllotoxine, la désoxypicropodophyllotoxine et I'acide thuriférique ont été
isolés a partir des feuilles de J. thurifera et testés en tant qu'agents analgésiques et anti-
inflammatoires et cytotoxiques. L’acide thuriférique, a ét¢ mille fois moins toxique que la
désoxypodophyllotoxine et a inhibé significativement 1’évolution de l'eedéme de la patte
(63,4%), un effet comparable a celui de la désoxypodophyllotoxine (66%) et I'indomeétacine
(61,5%) (Guerrero et al., 2013). L’effet anti-inflammatoire dans le modéle de la pleurésie
peut étre di a la présence probable de 1’acide thuriférique dans 'EMelJT.

Selon Azab et al., (2016), lorsque un extrait entier est utilisé, il y’a une possibilité de
synergie entre ses différents composants actifs. Une telle synergie peut étre perdue lorsque
chacun de ces composants est isolé. Le mélange de différents composes peut également
conduire a des effets inhibiteurs, a savoir qu'un composant peut réduire l'activité biologique
de l'autre. En accord avec cette hypothése, certaines etudes ont montré que l'activité anti-
inflammatoire des composés purs (tels que I'amentoflavone, la pseudohypericine, et
I'hyperforine, isolée a partir d'extraits d'Hypericum perforatum) est plus élevée que celle des
extraits.

La sélection du solvant pour l'extraction des matiéres vegétales est I'un des facteurs les plus
importants pour déterminer l'activité potentielle de l'extrait, puisque la polarité du solvant
détermine quels composés seront extraits et lesquels ne le seront pas. Par exemple, il est peu
probable que l'eau (tres polaire) extrait le composé anti-inflammatoire actif le monoterpene-
1,8-cinéole (Achillea millefolium) mais extrait facilement I'acide protocatéchique (Boswellia

dalzielii) et vice versa pour le n-hexane (non polaire).
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2.4.2. (Edéme de I'oreille induit par le xylene

L'eedéme auriculaire induit par le xyléne est un mod¢le d'inflammation aigué qui présente un
symptome typique de l'inflammation (Bribi et al., 2016). IL est utile pour le criblage des
agents anti-inflammatoires. La suppression de cette réponse inflammatoire est considérée
comme une indication d'effet antiphlogistique (Sowemimo et al., 2013).

Il est partiellement associé a la substance P, un décapeptide largement distribué dans le
systeme nerveux central et périphérique et fonctionne comme un neurotransmetteur ou
neuromodulateur dans divers processus physiologiques. La libération de la substance P par les
neurones sensoriels provoque une vasodilatation et des exsudations plasmatiques, suggérant
ainsi son réle dans l'inflammation neurogénique et provoquant ainsi le gonflement de l'oreille
chez les rats (Agbaje et Fageyinbo, 2012).

L'eedéme de l'oreille est associé aussi d’autres médiateurs inflammatoires tels que 1'histamine,
la kinine et la fibrinolysine (Bagad et al., 2013; Sofidiya et al., 2014).

Ce test est utilisé pour évaluer les anti-inflammatoires steroidiens ainsi que les non
stéroidiens, en particulier ceux qui inhibent la phospholipase A2 (Bagad et al., 2013;
Sofidiya et al., 2014; Bribi et al., 2016). Il est moins sensible aux anti-inflammatoires non
steroidiens (Igbe et al., 2010).

Une vasodilatation sévére, modifications cutanées cedémateuses et I’infiltration des cellules
inflammatoires sont les signes d’inflammation aigué détectées apres I’application topique du
xyléne (Igbe et al., 2010).

Les rats du lot témoin ont développé un cedéme sur la face interne de 1’oreille droite de 75.6
+ 14.74um. Le diclofénac a la dose de 10 mg/Kg a fortement inhibé (p<0,001) ’cedéme de
I’oreille comparé aux rats du lot témoin. La différence de 1’épaisseur de ’oreille avant et 2 h
apres ’application du xyléne était de 10 + 4.47um, ce qui correspond & une inhibition de
86.77% (Figure 33, 34).

Le prétraitement avec ’EMeJT  aux doses 200 et 400 mg/Kg a réduit de manicre
significative (p<0,01) I’inflammation par rapport aux rats du groupe témoin. Les deux doses
ont présenté un pourcentage d’inhibition égale respectivement 68.25 et 70.90%.

L’EMeFX aux doses 200 et 400mg/kg administrées oralement ont présenté un pourcentage
d'inhibition significatif de 76.19 et 58.73 % respectivement.

L’effet antinflammatoire de ’EMelJT et ’EMeFX n’est pas dose dépendant. Les deux doses

testées n’ont pas présenté une différence significative entre eux (p=0,05).

130



Résultats et discussion

100
80+
e
= 60-
[<D)
=
B 401 - o
(D)
o) T T
20
0 L] L] T
AL & QQ\ QQ\
& & Y ¥
X O S S
Q Ny Ny
<& <

Figure 33. Effet de 'EMeJT sur ’oedéme de 1’oreille induit par le xyléne chez les rats.
(Les valeurs représentent les moyennes £ SEM; ***: p<0,001; **: p<0,01 significativement

différent par rapport au témoin).
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Figure 34. Effet de L’EMeFX sur ’oedéme de I’oreille induit par le xyléne chez les rats. (Les
valeurs représentent les moyennes £ SEM ; ***: P<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05 significativement différent par

rapport au témoin).
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Les extraits de F. angustifolia ont réduit d’une maniére significative l'cedéme de la patte
induit par la carragénine et ont également inhibé de maniére significative l'cedéme de l'oreille
induit par des doses uniques et multiples de 12-O-tétradécanoylphorbol (Atmani et al., 2017).
Dans I’essai d’cedéme auriculaire induit par le xyléne, les médiateurs d’inflammation libérés
aboutissent a une dilatation des artérioles et des veinules et & une augmentation de la
perméabilité vasculaire (Eidi et al., 2011). L’EMeJT et ’EMeFx ont exercé leurs effets
inhibiteurs tout en stabilisant la membrane, en réduisant la perméabilité capillaire et / ou en
inhibant la libération les médiateurs d’inflammation.

L’activité¢ anti-inflammatoire de I’EMelT et "EMeFX dans ce modele peut suggérer
l'inhibition de la phospholipase A qui est impliqué dans la  physiopathologie de
I'inflammation due au xyléne (Sowemimo et al., 2013; Sowemimo et al., 2015).

Il existe une abondante littérature qui a révélé des corrélations entre les effets anti-
inflammatoires, analgésiques et les contenus des plantes médicinales en composés
phénoliques (Sofidiya et al., 2014). Autres études ont montré que les effets anti-
inflammatoires et analgésiques peuvent étre dus a la teneur élevée en polyphénols en
particulier les acides phénoliques et les flavonoides (Sowemimo et al., 2013).

La richesse de '’EMeJT et ’EMeFX en polyphénols peut éEtre responsable des activités

biologiques observées.

2.5. Activité antalgique

2.5.1. Test du writhing : Effet antalgique périphérique

Le test de Koster est un modele de douleur viscérale non spécifique, simple et fiable,
largement utilisé pour évaluer rapidement ’effet antalgique périphérique des médicaments
ou des constituants a base de plantes (Shukla et al., 2010; Hossain et al., 2011; Jan et Khan,
2016). Dans ce modeéle, I'acide acétique induit une douleur inflammatoire suite a la libération
de certains meédiateurs endogenes (Florentino et al., 2016) tels que I’histamine, les
prostaglandines (PGE2 et PGEa), la sérotonine, la bradykinine, la substance P et les
cytokines telles que IL-1pB, TNF-a et IL-8 (Ribeiro et al., 2010, Banerjee et al., 2012).

La douleur résultante est caractérisée par des contractions du muscle abdominal accompagnée
d'un étirement des membres antérieurs et d'un allongement du corps (Rauf et al., 2014).

Dans ce modele de nociception périphérique, il y’aura une biogenése des prostaglandines via
la voie de la COX et les leucotrienes via la voie de la lipoxygénase (Siddiqui et al., 2018).
Ces médiateurs ont été mis en évidence en quantités élevées dans les exsudats péritonéaux des

rongeurs apres injection de 1’acide acétique (Kouakou et al., 2010a; Chakraborty et al.,
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2012). Ils vont stimuler les récepteurs nociceptifs situés au niveau péritonéal (Kouakou et
al., 2010b; Pingsusaen et al., 2014). Les prostaglandines libérées, principalement PGE2 sont
responsables de la sensation de la douleur en excitant les fibres -Ad des nocicepteurs (Zahid
Hosen et al., 2011).

Tout agent qui réduit le nombre des crampes démontre un effet antalgique périphérique tout
en inhibant la synthése des prostaglandines (Zulfiker et al., 2010; Muhammad et al., 2012;
Sofidiya et al., 2014). Les AINS vont inhiber I'enzyme COX dans les tissus périphériques et
affecter le mécanisme de stimulation des nocicepteurs afférents (Afsar et al., 2015).

Dans notre étude I'injection de 1’acide acétique au lot témoin provoque des crampes
abdominales au bout de 15 min. Les produits administrés (1’aspirine, ’EMeJT et 'EMeFX)
ont diminué le nombre des crampes abdominales dans le méme intervalle de temps.

Les pourcentages d’inhibition des contractions de ’EMeJT aux doses 200 mg/kg et 400
mg/kg ont été respectivement de 76.45% et 87.64% par rapport au témoin. L’EMelJT a inhibé
la douleur provoquée par I’acide acétique d’une fagon non dose dépendante et d’'une maniere
tres significative (p<0.001) par rapport au témoin.

De méme I’EMeFX a réduit le nombre des contorsions abdominales d’une facon non dose-
dépendante et d’une manicre trés significative (p<0.001) par rapport au témoin.

Aux doses testées (200 mg/kg et 400 mg/kg) ’EmeFX a présenté un pourcentage d’inhibition
égale a 62.61% et 86.06% respectivement (Figure 35, 36).

L’effet inhibiteur de médicament de référence (Aspirine) n’a pas montré de différence
significative avec ceux de ’EMelT et ’EMeFX.
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Figure 35. Pouvoir antalgique de ’EMeJT sur les contorsions induites par 'acide acétique.

(Les valeurs représentent les moyennes + SEM; *** p<0,001 significativement différent par rapport au témoin).
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Figure 36. Pouvoir antalgique de ’EMeFX sur les contorsions induites par l'acide acétique.

(Les valeurs représentent les moyennes = SEM; *** p<0,001 significativement différent par rapport au témoin).
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Le prétraitement avec les extraits méthanoliques et dichlorométhanoliques des feuilles et des
tiges de J. oxycedrus a montré un effet antalgique en réduisant significativement le
pourcentage des mouvements de torsion (63.6%, 40 % respectivement) (Moreno et al., 1998).
Le test des crampes abdominales induites par la p-benzoquinone est un autre modeéle
d’évaluation de I’activité antalgique similaire a celui de I’acide acétique. Les taux d'inhibition
des extraits méthanoliques des fruits et des feuilles de J. oxycedrus subsp. oxycedrus et J.
communis var. saxatilis a la dose 100mg/kg ont été respectivement 28.2%, 27.2% et 30.5%,
35.2%. Les extraits ont montré une inhibition des crampes sans induire des dommages
gastriques ni de toxicité aigué apparente. Quatre souris sur les six traitées par l'acide
acétylsalicylique ont souffert des lésions gastriques séveres (Akkol et al., 2009).

La fraction n-butanolique des baies de J. oxycedrus subsp. oxycedrus a la dose 100 mg/kg a
montré une activité anti-nociceptive significative (25.9 %) dans le test de torsion induit par la
p-benzoquinone sans induire des dommages gastriques ou de toxicité (Orhan et al., 2012) .
L'extrait méthanolique de J. communis a eté testé pour évaluer l'activité antalgique par
différents tests (le test du formalin, test writhing et le test tail flick). L'extrait a montré une
activité antalgique significative dans les trois tests. Dans le test writhing [l'extrait
méthanolique utilisé aux doses 100 mg/kg et 200 mg/kg a montré une inhibition significative
et dose-dépendante (52.39%, 56.55% respectivement) par rapport au groupe témoin
(Banerjee et al., 2012).

La désoxypodophyllotoxine, la désoxypicropodophyllotoxine et l'acide thuriférique isolés a
partir du J. thurifera ont été analyses en tant qu'agents antalgiques et anti-inflammatoires et
cytotoxiques. Les résultats de ’activité antalgique ont montré que la désoxypicropodophylline
est moins toxique et plus efficace que la désoxypodophyllotoxine et inhibe les crampes
induites par l'acide acétique chez la souris (77.8%, 71.3% respectivement) (Guerrero et al.,
2013).

Outre Peffet anti-inflammatoire significatif de I'extrait méthanolique des feuilles de F.
floribunda révélé dans les trois modeles d’inflammation, la douleur induite par l'acide
acetique a été significativement réduite par cet extrait en fonction de la dose. A la dose 100
mg/kg le pourcentage d’inhibition était de 22.57%, tandis qu’a la dose 200 mg/kg était de
32.23%. La dose 400mg/kg a présenté le taux d’inhibition le plus élevé (48.87%)
(Lingadurai et al., 2007).

L’acide acétique et le test de la plaque chauffante ont été utilisés pour évaluer les effets
antalgiques des extraits méthanoliques et les fractions de F. xanthoxyloides chez le rat.

L’extrait méthanolique et ses fractions ont présenté une réponse dose dépendante. La fraction
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chloroformique a la dose 200 mg/kg a réduit significativement les crampes jusqu'a 77.23%
contre un taux d’inhibition égale a 80.04 % et 73.00 % pour le diclofénac sodique et
’aspirine, respectivement (Younis et al., 2016a).

Les résultats obtenus ont révélé que ’'EMelT et ’EMeFX ont un effet inhibiteur significatif
non dose-dépend. L’effet inhibiteur marqué de 'EMeJT et ’EMeFX suggere une activité
antalgique périphérique des principes actifs impliquant probablement I'inhibition des voies
de la biogenese lipooxygénase et / ou de la cyclooxygénase (Siddiqui et al., 2018) ou
I’inhibition de la sensibilité des nocicepteurs vis-a-vis les substances algogénes (bradykinine,
histamine). Ils peuvent également agir en bloquant la transmission des messages douloureux
aux centres supérieurs du contrdle de la douleur (Kouakou et al., 2010 b).

Selon Bokanisereme et al., (2013) l'inhibition de la torsion induite par I'acide acétique chez
le rat peut résulter d'un blocage de l'afflux de calcium et / ou de mécanismes intracellulaires
dépendant du calcium.

L'inflammation est generalement associée a la douleur et par conséquent les médicaments
anti-inflammatoires sont doués d’une activité antalgique (Al-Sayed et al., 2018). L'activité
antalgique de PEMeJT et ’EMeFX peut ensuivre les effets anti-inflammatoires observés
auparavant.

Les AINS exercent leurs effets antalgiques et anti-inflammatoires par I’inhibition de 1’activité
de la COX (Hosseinzadeh et Younesi, 2002). L’association entres les effets anti-
inflammatoires et antalgiques des extraits peut étre liee a I’inhibition de la COX.

Ce test présente une bonne sensibilité aux antalgiques centraux et périphériques pour
I'évaluation préliminaire de [l'activité anti-nociceptive, mais une faible spécificité aux
antihistaminiques, les myorelaxants ainsi que d’autres médicaments qui peuvent inhiber la
réponse convulsive abdominale, ce qui laisse une marge possible d’interprétation erronée des
résultats (Hossain et al., 2014; Chakraborty et al., 2012; Sofidiya et al., 2014).

Les composés phénoliques sont dotés de plusieurs propriétés thérapeutiques, d’ailleurs
I’hypothese probable de I’efficacité de nombreuses plantes médicinales repose totalement ou
partiellement sur leurs présences dans ces plantes (Soltani et al., 2017).

Selon Kouakou et al., (2010a); Kouakou et al., (2010b) les flavonoides sont dotée de
propriété anti inflammatoire par I’inhibition de la production des prostaglandines et des
leucotrienes. Il est rapporté que les flavonoides (tels que quercétine, kaempferol,
isorhamnétine rutine, lutéoline, hespéridine et les biflavonoides), les  terpenes, les

coumarines, les tanins et les stéroides sont responsables d’effet anti-nociceptif et / ou anti-
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inflammatoire significatif (Hosseinzadeh et Younesi, 2002; Ojewole, 2007; Alwashli et al.,
2012).

Il existe plusieurs rapports sur le réle des flavonoides et des tanins isolés des plantes
médicinales en tant qu'agents analgésiques et anti-inflammatoires (Hossain et al., 2014).
Ainsi, les activités révélées de TEMelT et ’EMeFX peuvent étre attribuées aux flavonoides
et aux tanins présents dans les extraits des deux plantes.

La rutine et l'acide caféique ont un effet inhibiteur vis-a-vis la COX et la 5-lipoxygénase
(Afsar et al., 2015). La présence de la rutine révélée par HPLC peut expliquer Iactivité

analgésique de ces extraits testés.

2.5.2. Test au formaldéhyde

Le test writhing a montré que ’effet antalgique de ’'EMelT et ’TEMeFX est significatif, mais
pas spécifique, c’est a dire il n'a pas indiqué si I’effet résulte d'actions centrales et / ou
périphériques (Zhu et al., 2011). Par conséquent, afin d’obtenir un résultat précis et d’éviter
une mauvaise interprétation des résultats, le test au formol a été réalise.

Le test au formol comprend 2 phases distinctes reflétant éventuellement différents types de
mécanismes de la douleur. Les scores nociceptifs sont enregistrés entre 0 et 5 minutes (phase
précoce) et entre 15 et 30 minutes (phase tardive) aprés I’injection du formol, représentant
ainsi les réponses a la douleur neurogene et inflammatoire respectivement. (Reanmongkol et
al., 2009 ; Ribeiro et al., 2010; Sofidiya et al., 2014; Florentino et al., 2016; Abotsi et al.,
2017). Le temps (en secondes) passé a lecher et a mordre la patte injectée a été pris comme
indicateur de la réponse a la douleur (Vijay et Vijayvergia, 2010).

Les médicaments a action centrale tels que la morphine inhibent les phases précoce et tardive,
alors que les médicaments a action périphérique tels que l'aspirine n'inhibent que la deuxiéme
phase (Reanmongkol et al., 2009).

Dans la présente étude I’injection du formaldéhyde a induit des démangeaisons chez tous les
rats. La recherche bibliographique n’a pas révélé¢ ce type de réponse chez les rats. Des
tremblements ont été signalés comme réponse apres I’injection du formaldéhyde par Nonato

et ses collaborateurs (2009).
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2.6. Activité antipyrétique

La pyrexie est le second signe de l'inflammation, associé a la libération accrue de certains
pyrogenes qui induisent la synthése des prostaglandines (PGE2) (Jan et Khan, 2016).
L’injection sous-cutanée de la levure de biére induit une pyrexie (appelée fievre pathogene)
en augmentant la synthése des prostaglandines. C’est un test utile pour le criblage du potentiel
antipyrétique des substances végétales ainsi que les substances synthétiques (Afsar et al.,
2015). C’est une méthode fiable et peu coiteuse (induite par un pyrogéne non toxique
facilement disponible), permet [I’induction d’une fiévre, qui est contrdlée par les
antipyrétiques couramment utilisés chez I'homme et les nouveaux antipyrétiques sélectionnés
pour les petits animaux (Abotsi et al., 2017), et persistante chez la majorité des animaux
(Tomazetti et al., 2005).

La fievre est produite par plusieurs substances endogenes tels que l'interleukine IL-1p, IL-6,
IL-8, le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), la protéine macrophagique de 1’inflammation
(MIP-1) et les prostaglandines. La levure de biéere induit a la fois la synthese du TNF-a et des
prostaglandines. Les antipyrétiques, tels que l'aspirine et le paracétamol sont largement
utilisés depuis la fin du 19eme siécle. 1l est maintenant clair que la plupart des antipyreétiques
agissent en inhibant la synthése des prostaglandines au sein de I'hypothalamus tout en
bloguant l'activité enzymatique de la cyclooxygénase. Récemment, dautres mécanismes
d'action des antipyrétiqgues ont été suggerés, notamment leur capacité de réduire les
médiateurs pro-inflammatoires, de renforcer les signaux anti-inflammatoires ou de stimuler
les messages antipyrétiques (Bokanisereme et al., 2013). L'activité antipyrétique est souvent
citée comme caractéristique des médicaments ou des composés qui ont un effet inhibiteur sur
la biosynthese des prostaglandines (Afsar et al., 2015) .

Aprés dix neuf heures de I’injection de la suspension de la levure de biére une élévation de la
température rectale chez tous les rats constitutifs des différents lots a été constatée (Tableaux
19, 20). Pour les rats témoins (contrdles hyperthermiques) la température est passée de 36.54
+ 0.25°C a Tv pour atteindre 38.5 = 0.08 °C a TO ; soit une variation de 1.96 °C de Tv a TO.
La température prise par voie rectale des rats du lot témoin reste élevée a partir de TO jusqu’a
la fin de ’expérience. Il ressort des résultats qu’il n’ya pas de différence significative
(P>0.05) entre les lots traité avec ’EMelT et ’EMeFX aux doses 200 et 400 mg/kg et le lot
témoin pendant toutes les heures de I’expérience a I’exception a T1 et TS ou 'EMelT
(200mg/kg) et ’TEMeFX (400mg/kg) ont présenté une différence significative (p<0.05).

Le paracétamol utilis¢é comme antipyrétique de référence a diminué¢ d’une fagon tres

significative la fievre par apport au lot témoin (p<0,001), soit de 38.02 + 0.12 °C (TO) a
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37.22 £ 0.25°C (T1). L’effet du paracétamol s’est révélé intéressant dés la premiere heure
qui suit son administration, il est maintenu jusqu’a la 5°™ heure (37.66 + 0.12 °C pour le

paracétamol contre 38.92 + 0.34°C pour le témoin).

Tableau 19. Effet de 'EMelJT et le paracétamol sur la pyrexie induite par la levure
de biere chez les rats.

Température °C

Tv TO T1 T2 T3 T4 T5
Témoin 36.54+0.25 38.5+0.08 39.32+0.21 38.88+0.28 39.08+0.32 38.76+0.27 38.92+0.35
Paracétamol 36.02+0.19 38.02+0.12 37.22+0.25*** 36.82+0.33*** 36.90+0.39*** 37.28+0.38*** 37.66+0.12***

EMeJT (200mg/kg) 37.12+0.12 38.28+0.18 38.66+0.18*  38.7+0.17ns  38.64%0.13ns 38.32+0.15ns  38.4+0.19ns

EMeJT (400mk/kg) 36.86+0.07 38.46+0.05 39.12+0.07ns  39.08+0.15ns 38.84+0.20ns 38.68+0.18ns  39.04+0.09ns

(Les valeurs représentent la moyenne + SE ; * : P<0,05, *** : P<0,001: indique une différence statistiquement

significative par rapport au groupe témoin; ns: différence non significative par rapport au groupe témaoin).

Tableau 20. Effet de TEMeFX et le paracétamol sur la pyrexie induite par la levure

de biére chez les rats.

Température °C

Tv TO T1 T2 T3 T4 T5
Témoin 36.54+0.25 38.5+0.08 39.32+0.21 38.88+0.28 39.08+0.32 38.76+0.27 38.92+0.35
Paracétamol 36.02+0.19 38.02+0.12 37.22+0.25*** 36.82+0.33*** 36.90+0.39*** 37.28+0.38*** 37.66+0.12***

EMeFX (200mg/kg) 36.5+0.30 38.74+0.10 38.84+0.22ns 38.82+0.17ns 38.72+0.13ns  39.08+0.15ns  38.94+0.17ns

EMeFX (400mg/kg) 36.46+0.26 38.88+0.09 38.78+0.14ns 38.7+0.22ns  38.62+0.21ns 38.84+0.27ns 38.66+0.21*

(Les valeurs représentent la moyenne + SEM ; *: P<0,05, ***: P<0,01: indique une différence statistiquement

significative par rapport au groupe témoin; ns: différence non significative par rapport au groupe témoin).
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Une fois les médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, l'interleukine 6, 1B, o, B) parvenues dans
la circulation agissent éventuellement sur I'hypothalamus et stimulent la synthése de la PGE2
dans la région préoptique des centres thermorégulateurs de I'hypothalamus antérieur (Ribeiro
et al., 2010; Ouédraogo et al., 2012; Gupta et al., 2013; Pingsusaen et al., 2014 ).

La plupart des médicaments antipyrétiques inhibent I'expression de la COX-2 afin de réduire
la température corporelle élevée en inhibant la biosynthése de la PGE2. Ces antipyrétiques
synthétiques inhibent de maniere sélective et irréversible la COX-2, par contre ils sont
toxiques pour les cellules hépatiques, les glomérules, le cortex cérébrale et le muscle
cardiaque, alors que les inhibiteurs naturels de la COX-2 ont une sélectivité inférieure avec
moins d'effets secondaires. La recherche de plantes médicinales ayant une activité
antipyrétique puissante a récemment pris de ’ampleur, car les antipyrétiques disponibles, tels
que le paracétamol, le nimusulide, etc. ont un effet toxique sur les divers organes du corps
(Ashok Kumar et al., 2011; Jan et Khan, 2016).

L'administration orale de ’EMeJT et TEMeFX n’a pas atténué la température rectale chez
les rats fébriles ce qui suggere que les deux extraits ne sont pas capable de traverser la
barriere hémato-encéphalique pour exercer des effets antipyrétiques (Pingsusaen et al.,
2014).

Selon Siddiqui et al., (2018) tout médicament ayant un effet d’inhibition sur la biogenése des
prostaglandines a généralement un effet antipyrétique. L’Effet anti-inflammatoire de ’'EMelJT
et PTEMeFx n’a pas reflété un effet antipyrétique.

Il y a une autre possibilité d’influence de certains composés sur la sécrétion de la vasopressine
et l'arginine qui agissent comme des agents antipyrétiques (Siddiqui et al., 2018).

En fait, la biodisponibilité des substances actives peut étre réduite lorsqu’ils sont administrés
par voie orale, en raison de leurs instabilité dans les liquides gastriques et intestinaux et / ou
leurs mauvaise absorption dans le tractus gastro-intestinal (Nonato et al., 2009).

La nature et la concentration des composants actifs peuvent varier, ce qui peut entrainer des
variations dans les activités internes individuelles de ces composants. L'interaction interne
des composants actifs peut entrainer certains effets synergiques ou antagonistes pouvant
imposer une interférence sur les activités pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des

principes actifs (Siddiqui et al., 2018).
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L’utilisation des plantes ou leurs composés naturels est devenue un axe de recherche
important non seulement dans la médecine et la pharmacologie, mais aussi dans les industries
agro-alimentaires et cosmétiques.

Ce travail a eu pour objectif I’évaluation de 1’activité biologique in vitro et in vivo des extraits
de Juniperus. thurifera et Fraxinus xanthoxyloides.

Les extraits polaires (EMeJT et EMeFX) ont été les plus riches en polyphénols. Les teneurs
en tanins ont été importantes dans L’EMeJT, tandis que les teneurs en tanins et des
flavonoides ont été tres rapprochées dans ’EMeFX.

L’HPLC a permis I’identification de la présence de sept composés phénoliques dans ’EMelJT
et six composés dans ’EMeFX. L’analyse CG/SM a révéle la présence de certains composés
pour la premicre fois dans le profil chimique de ’'HEJT.

Les résultats du test au DPPH ont montré que I’EMeJT, ’EMeFX et TEDmFX ont présenté
des effets anti-radicalaires significatifs. Une corrélation significative entre 1’effet anti-
radicalaire et la teneur en flavonoides des extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides a été
démontreée.

L’administration orale de P'EMeJT et P"EMeFX a la dose 400 mg/ml a entrainé une
augmentation significative de la capacité anti-oxydante plasmatique vis-a-vis le radical
DPPH.

Seul PEMeFX a réduit significativement le fer ferrique en fer ferreux. L’inhibition de
I’oxydation couplée de I’acide linoléique B-carotene par L’EHXFX a été significativement
supérieure a celle du BHT. Le pouvoir antioxydant de ’EDmFX est similaire a celui du BHT.
Tous les extraits de J. thurifera ont montré une activité anti-oxydante qui demeure
statisqguement non significative. Seuls les effets antioxydants des extraits de F. xanthoxyloides
se sont révélés corrélés avec les teneurs en polyphénols, les flavonoides et les tanins.

L’huile de J. thurifera n’est pas dotée d’un effet anti-radicalaire et s’est révélé aussi comme
un antioxydant tres faible.

Les extraits et I’huile essentielle de J. thurifera se sont avérés actifs contre un certain nombre
de microorganismes testés, par contre tous les extraits de F. xanthoxyloides ne sont pas doués
d’un effet antibactérien.

L’EMeJT et PEMeFX se sont avérés non toxiques. Les doses des extraits sélectionnées
(200mg/kg ; 400mg/kg) ont un effet anti-inflammatoire en inhibant I'afflux des PMNSs dans la

cavité pleurale et en réduisant I’cedéme de l’oreille chez le rat. De méme I’EMelT et



I’EMeFX sont doués d’un effet analgésique en inhibant la douleur provoquée par I’acide
acétique, par contre aucun effet antipyretique n’a été constaté chez les deux espéces.

Les résultats présentés dans notre travail peuvent contribuer a la connaissance des potentiels
thérapeutiques de ces espéces et semblent justifier leurs utilisations dans la médecine
populaire. Les résultats démontrent également leurs potentiels en tant que sources de
composeés antioxydants, anti-inflammatoires et antalgiques naturels.

Une prolongation de ce travail a l'avenir est souhaitable pour identifier les composants

responsables des effets bioactifs des extraits ainsi que leurs mécanismes d’action.
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Figure.37. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique utilisée pour le dosage des extraits de
J .thurifera (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure.38. Courbe d’étalonnage d’acide gallique utilisée pour le dosage des extraits de
F. xanthoxyloides (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure.39. Courbe d’étalonnage de la quercétine utilisée pour le dosage des extraits de
J .thurifera (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure.40. Courbe d’étalonnage de la quercétine utilisée pour le dosage des extraits de
F. xanthoxyloides (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure.41. Courbe d’étalonnage de la catéchine utilisée pour le dosage des extraits de
J. thurifera et F. xanthoxyloides (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure.42. Activite anti-radicalaire du TBHQ
(Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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ABSTRACT

The various medicinal applications of the genus Juniperus and Fraxinus encouraged us to
carry out this study, the aim of which is to assess the biological activity of the Juniperus
thurifera and Fraxinus xanthoxyloides extracts.

The colorimetric quantification revealed the presence of polyphenols, flavonoids and tannins
in the different extracts of J. thurifera and F. xanthoxyloides.

Procatechic acid, hydroxy-cafeic acid, rutin, luteolin, apigenin, ladaneine, 7-Methoxy-
5hydroxy-flavanone are the compounds identified by HPLC in MeEJT. The MeEFX
presented the same chemical profile in the absence of procatechic acid.

The CG/SM has shown that the compounds: B-Cymene, 3-Carene, cis-p-menth-2-en-1-ol,
thujol, (+) -4-Carene, (-) - isoledene, isoledene, a-Cadinene, Cadinene, é- Selinene, cinnamyl-
valerate appear in the chemical profile of EOJT.

The expression of the results of the antioxidant activity has shown that the MeEJT, the
EMeFX and the DmEFX have significant scavenging effect of the DPPH radical, with 1C50
values of 0.006 mg/ml, 0.05 mg/ml and 0.09 mg/ml respectively. On the other side, the EOJT
does not have DPPH scavenging capacity.

Administrating MeEJT and MeEFX at the 400 mg/ml dose in rats for 28 days resulted in a
significant increase in the plasma antioxidant capacity against the DPPH radical (15.15%,
11.21% respectively).

All the concentrations of the tested extracts showed a power reducing of ferric ions (Fe*3). No
significant difference was found between the power reducing of MeEFX and that of BHA.



All extracts showed an inhibitory activity on the linoleic acid/R-carotene coupled oxidation.
The HeEFX antioxidant activity (127.3%) is significantly higher than that of BHT, while that
of EDmMFX (98.25%) is similar to the latter. In this test, EOJT showed a very weak
antioxidant effect (3.73%).

The results of the antimicrobial activity have shown that the J. thurifera extracts are active
against P. aeruginosa ATCC and S. aureus ATCC. Although, those of F. xanthoxyloides are
inactive against all of the strains tested. EOJT has been shown to be active against P.
aeruginosa ATCC, S. aureus ATCC and Candida albicans.

MeEJT and MeEFX were found to be non-toxic. Pretreatment of rats with these extracts at
200 mg/kg and 400 mg/kg doses attenuated the number of migrating neutrophils after the
injection of carrageenan, with a reduction of 56%, 81% and 75%, 91% respectively. The anti-
inflammatory effect of the different extracts was statistically significant.

Pretreatment with MeEJT and MeEFX at the 200 and 400 mg/Kg doses reduced significantly
xylene induced ear edema. The inhibition percentages found using the extracts are: 68.25%,
70.90% and 76.19%, 58.73% respectively.

The MeEJT and the MeEFX presented an analgesic effect by relieving the pain caused by the
injection of acetic acid in a very significant manner. The inhibition percentages of the MeEJT
contractions at the 200 mg/kg and 400 mg/kg doses were 76.45% and 87.64%, while those of
the MeEFX were 62.61% and 86.06% respectively.

After the injection of Brewer's yeast suspension, a rise in temperature was observed in all rats.
The standard antipyretic (Paracetamol) reduced very significantly the fever; however oral
administration of MeEJT and MeEFX had no effect.

Key words: J. thurifera, F. xanthoxyloides, antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory,
analgesic, antipyretic.

RESUME

Les diverses applications médicinales du genre Juniperus et Fraxinus nous ont encourageés a
mener cette étude dont le but est d’évalué I’activité biologique des extraits de Juniperus
thurifera et Fraxinus xanthoxyloides.

Le dosage colorimétrique a révelé la présence des polyphénols, des flavonoides et des tanins
dans les extraits de J. thurifera et F. xanthoxyloides.

L’acide procatéchique, I’acide hydroxycaféique, la rutine, la lutéoline, I’apigénine, la
ladanéine, le 7-Methoxy-5hydroxy-flavanone sont les composes identifiés par HPLC dans
I’EMeJT. L’EMeFX a présenté¢ le méme profil chimique avec 1’absence de [I’acide
procatéchique.

La CG/SM a montré que les composés: [B-cymene, 3-carene, cis-p-menth-2-en-1-ol, thujol,
(+)-4-carene, (-)-isoledéne, isoledéne, a-cadinéne, é-selinene, cinnamyl valérate figurent
dans le profil chimique de ’'HEJT.

L’expression des résultats de D’activité antioxydante a montré que I’EMelT, 'EMeFX et
I’EDmFX ont des effets scavenger du radical DPPH significatifs, avec des valeurs d’IC50 de
I’ordre de 0.006 mg/ml, 0.05 mg/ml et 0.09 mg/ml respectivement. D’une autre part, "THEJT
n’est pas dotée d’un effet anti-radicalaire.

L’administration de ’EMelJT et 'TEMeFX a la dose 400 mg/kg chez les rats pendant 28 jours
a entrainé une augmentation significative de la capacité anti-oxydante plasmatique vis-a-vis
le radical DPPH (15,15%, 11,21% respectivement).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%22Cinnamyl%20valerate%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205367959%5bStandardizedCID%5d

Toutes les concentrations des extraits testés ont montré un pouvoir réducteur des ions
ferriques (Fe™). Aucune différence significative n’a été constatée entre le pouvoir réducteur
de TEMeFX et celui de BHA.

Tous les extraits ont montré une activité inhibitrice de 1’oxydation couplée de I’acide
linoléique/R-caroténe. L’activité antioxydante de 'EHeFX (127.3%) est significativement
supérieure a celle de BHT, tandis que celle de '’EDmFX (98.25%) est similaire a ce dernier.
Dans ce test, THEJT a présenté un effet antioxydant trés faible (3.73%).

Les résultats de ’activité antimicrobienne ont montré que les extraits de J. thurifera sont
actifs contre P. aeruginosa ATCC et S. aureus ATCC. Bien que, ceux de F. xanthoxyloides
sont inactifs vis-a-vis I’ensemble des souches testées. L’HEJT s’est révélée actif contre P.
aeruginosa ATCC, S. aureus ATCC et Candida albicans.

L’EMelT et ’EMeFX se sont avérés non toxiques. Le prétraitement des rats par ces extraits
aux doses 200 mg/kg et 400 mg/kg a atténué le nombre des PMNs aprés l'injection de la
carragénine, soit une diminution de 56%, 81% et 75%, 91% respectivement. L’effet anti-
inflammatoire des extraits était statistiquement significatif.

Le prétraitement par 'EMelT et PEMeFX aux doses 200 mg/kg et 400 mg/Kg a réduit de
maniere significative I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne. Les pourcentages d’inhibition
retrouves avec les deux extraits sont: 68.25%, 70,90% et 76,19%, 58,73 % respectivement.
L’EMelJT et TEMeFX ont présenté un effet analgésique en calmant la douleur provoquée par
I’injection de I’acide acétique d’une maniere tres significative. Les pourcentages d’inhibition
des contractions de P’EMeJT aux doses 200 mg/kg et 400 mg/kg ont été de 76.45 % et
87.64%, tandis que ceux de 'EmeFX ont été de 62.61% et 86.06% respectivement.

Aprés I’injection de la suspension de la levure de biére, une élévation de la température a été
constatée chez tous les rats. L’antipyretique de référence (Paracetamol) a fait diminuer d’une
facon trés significative la fievre, tandis que l'administration orale de ’EMeJT et ’EMeFX
n’a eu aucun effet.

Mots clés: J. thurifera, F. xanthoxyloides, antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire,
analgésique, antipyreétique.
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