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Introduction

Introduction

Actuellement, un grand intérét est porté a I’utilisation traditionnelle des
plantes médicinales dans le cadre des soins de santé. Toutefois, cette utilisation
demeure informelle en Algérie pour deux raisons. La premicére a trait a I’absence d’un
cadre juridico-réglementaire encadrant utilisation des plantes médicinales
traditionnelle et la phytothérapie. La seconde raison est 1’absence d’éléments
scientifiques  validant 1’utilisation thérapeutique des plantes médicinales
traditionnelles.

Le théme de recherche abordé est en relation avec le second aspect. L’espece
désertique Cleome arabica connue sous 1’appellation de « Natten » est couramment
utilisée dans le traitement de [l'inflammation, et les douleurs abdominales et
rhumatismales, et comme cicatrisant (Boulos., 1983, Ahmad et al., 1990, Tsichritzis
et al., 1993, Baba Aissa., 2011). Peu d’études scientifiques ont été réalisées sur cette
espece, seules les feuilles ont fait 1’objet d’exploration, ou la présence de flavonoides

a diverses génines a été signalée.

Sur le volet pharmacologique, des activités antioxydante, anticancéreuse et insecticide
(EI-Mougy et al., 1991, Ladhari et al., 2013, Tigrine et al., 2013) ont été reportées .

Le but ultime de cette étude est d’approfondir les connaissances chimiques et

pharmacologiques sur cette plante importante. Deux objectifs spécifiques sont fixés :

- Caractérisation quantitative du contenu en composes phénoliques
(phénols totaux, flavonoides, tanins) dont les différentes parties de la
plante (feuilles, graines, et racines), complétée par une analyse
HPLC/DAD/MS.

- Evaluation in vivo et/ou in vitro des  activités
biologiques (antioxydante, analgésique, cicatrisante) et du potentiel

toxique (toxicité aigue, cytotoxicités).

Le manuscrit est organisé en trois grandes parties :

La premiére partie comprend 03 chapitres, traitant de 1’état de connaissances

de la littérature sur C. arabica (phytochimie, bio-activités, usages traditionnels), des
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aspects biochimiques et structuraux des composés phénoliques, ainsi que leurs
propriétés biologiques. Cette partie est complétée par une description sommaire des
méthodes d’analyses spectrophotométriques et chromatographiques utilisées dans la
caracterisation et le dosage de ce type de produits naturels, ainsi qu’une revue des
principales techniques expérimentales utilisees dans [’évaluation des activités

biologiques abordées dans cette étude.

La deuxieme partie décrit le matériel et I’ensemble des méthodes utilisées dans

la partie pratique de cette étude.

La troisieme et derniére partie est consacrée aux résultats obtenus, leur

discussion et interprétation.

Une conclusion générale suivie des réeférences bibliographiques sont situées en

fin du manuscrit.
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Chapitre 1 : Présentation de la plante Cleome arabica

1- Description

La plante C. arabica est une herbe verte, brievement poilue, glanduleuse,
visqueuse, et annuelle de 30 a 50 cm de hauteur, a tiges dressées et ramifiées, feuilles
trifoliolées, fruit allongé en silique s'ouvrant par 2 valves, graines revétues de poils

aussi longs que le diamétre de la graine (Ozenda., 1991).

La fleur possede un calice a 4 sepales, 4 pétales (brun pourpre ou jaunes
bordés de brun-pourpre), 6 étamines (ou 4 ovaires a 1 loge, portés par un pied court
ou nul) (podogyne), la capsule est de plus de 20 mm de long stipitée, siliquiforme, a 2

valves se séparant des placentas.

Cette plante appartient a la famille des Capparidacées, son nom Cléome vient
du grec 'kleio' qui signifie entourer. Localement, Elle est dénommée « Netten » et
« Netteina » en référence a I’odeur nauséabonde que dégage la plante (Quezel &
Santa., 1963, Baba Aissa., 2000).

Cette espece septentrionale pousse au Maghreb et dans les régions
sahariennes, commune dans la Hodna (M’sila) et dans quelques régions du Sahara
algérien : C. arabica ozenda (Beniston., 1984, Ozenda., 1991, Tigrine., 2013). Le

genre de Cleome contient environ 250 especes (Wollenweber & Dorr., 1992).

La figure 1 présente des images réelles de I’espéce de cette étude C. arabica.
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Fig 1: Cleome arabica ssp arabica

2- Classification systématique

A : Plante entiére ; B : Partie aérienne ; C : Gousse ; D : Graines

La classification de la plante présentée dans le tableau 1 est faite selon Quezel &
santa., (1963).

Tab 1: Classification systématique de Cleome arabica.

Regne Plantes

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Pariétales

Famille Capparidacées
Genre Cleome

Espéce Cleome arabica L
Sous espéce Arabica
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3- Usage ethnobotanique

Le tableau 2 ci-dessus récapitule toutes les utilisations traditionnelles de

différentes especes du genre Cleome citées dans plusieurs travaux.

Tab 2: Usage ethnobotanique du genre Cleome.

Utilisation traditionnelle du genre Cleome

Référence

Agent Sédatif ; analgésique ; traitement
gastrique ; anticolique ; anti-grippe ; anti-
vomissement ; agent diurétique ; contre
les douleurs névralgiques ; contre les
douleurs rhumatismales ; agent
hallucinogene ; anti-inflammation ; anti-
gale; contre la fievre rhumatismale ;
traitement des maladies du foie ; contre la

diarrhée ; cicatrisant.

Unicer., 2005; Burkill.,, 1985;
Djeridane., et al 2010; Baba Aissa.,
2011; Tsichritzis et al., 1993 ; Ahmad et
al., 1990; Boulos., 1983 ; Harraz et al.,
1995 ; 1997 ;
Parimaladevi.,2002 ; Narendhirakannan.,
2007 ; Farjam et al., 2014 ; Parimaladevi
et al., 2003; Asolkar et al.,, 1981;
Kirtikar & Basu., 1975.

Nagaya et al,

4- Travaux antérieurs sur le genre Cleome

4-1 Constituants chimiques

La famille des capparidacées est connue par sa richesse en métabolites

secondaires.

Divers groupes de ces métabolites secondaires ont été identifiés dans la plante.

Les triterpénes, les anthraquinones, les flavonoides, les saponines, les stéroides, les

résines, les lectines, les glycosides, les tannins, les alcaloides et les autres composés

phénoliques ont été isolés des différentes espéces du genre Cleome.

Le tableau 3 passe en revue les métabolites isolés dans divers especes.
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Tab 3: Travaux antérieurs sur les composes identifiés du genre Cleome.

Espéce Meétabolites Réfeérence
Cleome Alcaloides : paradoxonine ; Azza., 2012
paradoxa paradoxenoline
Diterpene : acide paradoxenoique
Cleome Trierpenes et phytostérols : Alpha — Abdel-Sattar et al.,
paradoxa amyrin ; stigmasterol ; stigmasterol-3-O- | 2009
R-D-glucopyranoside
Flavonoides : quercetin ; isoquercetrin
Cleome iberica | Terpanoides : glutinol ; lupeol ; B- Farimani et al., 2016
DC sitosterol ; cabraleadiol monoacetate ;
cabraleadiol ; daucosterol.
Flavonoides : calycopterin
Cleome Les flavones : Sharaf etal., 1997.

amblyocarpa

5,4'-Dihydroxy-3,6,7,3'-
tetramethoxyflavone ; 5,3'-Dihydroxy-
3,6,7,4' 5'-pentamethoxyflavone ; 5-
Hydroxy-3,6,7,3'4'5";
hexamethoxyflavona

Les flavonols :

Kaempferol 3,7-diRhamnoside ;
Kaempferol 3-G-7-Rhamnoside ;
Kaempferol 3-Rha-7-Glycoside ;
Quercetine 7-Rhamnoside ; Quercetine
3,7-diRhamnoside ; Isorhamnetine 3-
Rutinoside ; Isorhamnetine 3,7
diRhamnoside ; Apigenine 6,8-di-C-
Glycoside

Cleome
hassleriana

Anthocyanes : cyanidine ; pelargonidine

Jordheim et al., 2009

Cleome viscosa

Cleomeiscoscins ; Diterpene cleomaldic
acid ; Glycoflavanones ; Lipoflavanones ;
Glucosinolates.

Sharma et al., 2012 ;
Bawankule et al.,
2008 ; CSIR., 2001 ;
Chauhan., 1979 ;
Srivastava., 1979 ;
Songsak., 2002

Cleome
monophylla L.

Les huiles essentielles : carvacrole, 2-
dodecanone ; 1-a-terpineol ; 3-
undecanone ; 2-Dodecanone ; 1-a-
terpineol.

Ndungu et al., 1995 ;
Bissinger & Michael
Roe., 2010
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Cleome
rutidosperma

Terpenes
Flavonoides (flavones)

Aryaetal., 2014

Cleome
gynandra

Composés phénoliques ; flavonoides ;
tannins galliques ; proanthocyanidines ;
saponines ; triterpenes ; anthroquinones ;
steroides ; alcaloides.

Moyo et al., 2013 ;
Narendhirakannan et
al., 2007

Cleome arabica

Les flavonoides :

Calycopterine ; Quercetine glucoside ;
Quercetine 3,7-diglucoside ; Kaempferol
3-G-7-Rhamnoside ; Quercetine 7-
Rhamnoside ; Apigenine 6,8-di-C-
Glycoside ; Kaempferol 3,7-
diRhamnoside ; Quercetine 3- G-7-
rhamnoside ; Keampferol 3 methoxy- 3,7
diRhamnoside ; Keampferol 7-
Rhamnoside ; Isohamnetine.

Les triterpenes :
11-a-acetylbrachy-carpone-22(23)-ene ;
Amblyone ; 17- a —hydroxycabraleactone
Les stéroides
(17-(4-hydroxy-1,5-dimethylhexyl)-2,3,7-
(acetyloxy) gona-1,3,5(10)-trien-15-ol) ;
[-sitosterol

Cleomine

Touil & Rhouati.,
1998;

Selloum et al., 2001 ;
Selloum et al ., 2003 ;
Khalafallah et al.,
2009 ;

Djeridane et al.,
2010 ;

Ladhari et al., 2013 ;
Intan S.Ismail et al.,
2005

Cleome rosea

Les anthocyanes

acylated cyanidins ; peonidins ; cyanidin
3-(pcoumaroyl) diglucoside-5-glucoside ;
cyanidin 3-(feruloyl) diglucoside-5-
glucoside.

Simoes et al., 2009

Cleome Flavonol glycoside ; Megastigmane Afifi., 2014
brachycarpa glucoside ; Flavonoids méthylés ;

Sesquiterpenes
Cleome Les triterpenes El-Askary., 2005
droserifolia Drosericarpone ; Buchariol ; Stigmasterol

glucoside
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4-2 Activités biologiques

Plusieurs recherches scientifiques s’intéressaient a étudier les propriétés

biologiques et pharmacologiques des espéces du genre Cleome, le tableau 4 récapitule

la majorité des activités liées aux différentes especes de Cleome y compris la Cleome

arabica.

Tab 4: Les activités biologiques du genre Cleome.

Espece

Activités biologiques

Référence

Cleome

rutidosperma

Acitivité antalgique ; Activité anti-

inflammatoire ; Activité antipyrétique.

Bose et al., 2007

Cleome
paradoxa

Activity Antidiabetique

Abdel-Sattar et al., 2009

Cleome iberica

Activité Antimicrobienne ;

Activité cytotoxique contre les cellules
cancereuses du col de 1’utérus ;
Activité antioxydante (DPPH).

Farimani et al., 2016

Cleome viscosa

Activité antalgique ;

Activité antipyrétique ;

Activité antimicrobienne ;
Anti-diarrhée ; Effet antiémétique

Effet hépato-protecteur.

Parimala Devi et al.,
2003 ; Sudhakar et al.,
2006 ; Parimala Devi.,
2002 ; Gupta & Dixit.,
2009 ; Ahmed et al., 2011

Cleome rosea

Inhibition de la production d'oxyde
nitriqgue (NO); Effet antioxydant en
protégeant le DNA plasmide.

Simoes et al., 2006

Cleome Effet hypoglycémiant ; Wang & Ng., 1999 ;
droserifolia Activité anti-athérogene ; Khafagi & Dewedar.,
Activité anti-microbienne ; 2000 ; Fushiya et al.,
Effet diurétique ; 1999 ; Abdel-Kawy et al.,
Effet hépato-protecteur ; 2000 ; El-Shenawy.,
Effet relaxant ; Effet antihistaminique. | 2006 ; Abdel-Kader., 2009
Cleome Activité antagoniste ; Activité Goudjala et al., 2014
arabica antifongique ; Effet allélopathique ; Ladhari etal a & b., 2013

Activité anti-inflammatoire ; Anti-

Bouriche et al., 2005




Revue bibliographique

alimentation ; Effet insecticide ; Effet Samout et al., 2015
anti-hyper cholestérolémique ; Activité | Tigrine et al., 2013

anticancéreuse

Cleome Inhibition de la production des ROS | Uzilday et al., 2012 ; Bala
gynandra (sous condition de stress); Activité | et al., 2012 ; Moyo et al.,
anticancéreuse ; Activité antioxydante | 2013 ; Narendhirakannan
(piégeage des radicaux libres) ; Activité | et al., 2007

anti-inflammatoire.

Cleome Activité antioxydante (piégeage du | Tawaha et al., 2007
africana radical libre ABTS)

Cleome Activité antioxydante ; Activité | Farjam et al., 2014

Turkmena antibactérienne ; Activité antifongique

Cleome felina | Activité anticancéreuse Joseph et al., 2014

Chapitre 2 : Généralités sur les composés phénoliques
1- Définition

Le régne végétal y compris les fruits et les légumes constituent une source
importante de polyphenols. Ces derniers sont présents dans toutes les parties de la
plante mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents organes et

tissus.

Plus de 8000 molécules produites dans les plantes sont identifiées et qui
constituent trois grandes classes : les composés phénoliques, les terpenoides, et les
alcaloides (Wink., 2003, Aharoni & Galili., 2011).

Ces molécules sont pourvues de différents roles dans la plante, notant les
agressions climatiques ; stresse biotique (agents pathogénes, blessures, symbiose) ou
abiotiques (lumiére, rayonnements UV, faible température, carences). lls contribuent
aussi a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence,

ardbme, amertume) (Visioli et al., 2000).
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Ils représentent une large gamme potenticlle d’agents thérapeutiques,
largement exploitée par I’homme dans différents domaines comme la santé et
I’alimentation (Croteau et al., 2000, Cragg & Newman., 2010, Ncube et al., 2012).

2- Structure et catégories des composés phénoliques

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau
aromatique, qui posséde un ou plusieurs substituants hydroxylés. Ces derniers
permettent aux composés phénoliques simples de se polymériser pour obtenir des

phénols complexes ou polymérisés.

La plupart des composés phénoliques sont conjugués avec un mono ou poly
saccharides, ou associes a des esters et des méthyles esters en raison de leur réactivité
et toxicité en vue de la plante elle-méme. Ces composés peuvent étre groupés dans

plusieurs classes (Nagendran., 2006) ; comme le montre le tableau 5 (Nkhili., 2009).

Tab 5: Les principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Cs5-Cy Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Cs-Cs Acides Acide caféique, acide Pomme de terre,
hydroxycinnamicues, ferulique Pomme, citrus
Phenylpropenes Myrmisticin, eugeénol
Conmarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine, eugénol
Chromones Eugenine
Cs-Cy MNaphtoquinones Juglone, plumbagine MNoix
polyphénols
Cs-C-Cg Xanthones Mangiferine
Cs-Ca-Cs Stilbénes Resvératrol Wigne
Anthragquinones Anthracquinones
Cyg-C3-Cs Flavonoides, Quercétine, cyanidine, Fruit, 1égumes,
1soflavonoides daidzéine fleurs. soja. pois
(Cs-Csh Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Eusiderine
(Cs-C3-Cgla Biflavonoides Amentoflavone
(Cs-Csln Lignines Bois, fruits &
novaux, raisin, kaki
(Cs-C3-Csln Tanins condensés

Les acides phénols, les flavonoides, et les tanins font 1’objet d’une description plus

détaillee.
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2- 1 Acides phénols

Ces molécules sont caractérisées par la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton., 1999). Les acides phénols

comprennent deux sous classes :
A — Acide hydroxybenzoiques

Cette classe se caractérise par un squelette de C6-C1 en commun. lls sont
particulierement représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils
sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline ou enzymatique. Les acides
hydroxybenzoiques existent fréeqguemment sous formes d’esters ou de glycosides
(Macheix., 2005).

Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les
acides phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et salicylique
(Chanforan., 2010).

La figure 2 illustre la structure de quelques exemples de ce groupe.

CO,H
Ry
Ry R4
Rs
R,1=R,=R,;=H, R;=0OH Acide p-hydroxybenzoique
R;=R,=H, R,=R;=0H Acide protocaatéchique

R;=R4=H, R,=0OCHs3, R;=0OH Acide vanillique
R;=H, R,=R3=R,=0OH Acide gallique

R1=0OH, R,=R3=R,=H Acide salicylique
Fig 2: Structure d’acides hydroxybenzoiques communs.

B- Acide hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent un groupe tres important dont la

structure possede un cycle aromatique associé a trois carbones C6- C3 (figure 3) ; par

11
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exemple : l'acide caféique, l'acide férulique, p-coumarique, et l'acide sinapique
(Nagendran., 2006).

Le degré d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle modification
par des réactions secondaires sont un des éléments importants de la réactivité
chimique de ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine
latérale conduit a deux séries isomeres (Z et E) dont les propriétés biologiques

peuvent étre différentes. (Macheix., 2005).

CO,H

Ry
R2
R;=R,=H Acide cinnamique (non phénolique)
R,;=H, R,=OH Acide p-coumarique
R,=R,=OH Acide caféique

R;=0CHj, R,=OH Acide ferulique

Fig 3: Structure d’acides hydroxycinnamigues communs (Chanforan., 2010).

2- 2 Flavonoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette de 15 atomes de carbones C6-C3-
C6. Correspondant a la structure des phénylbenzo-pyrones (phénylchromones)
(Santos-buelga & Scalbert., 2000). Ces molécules comprennent deux noyaux

aromatiques, A et B, liés par un hétérocycle oxygéné C (figure 4) (Heim et al., 2002).

12
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Fig 4: Structure générale des flavonoides

Leur cycle A est synthétisé par la condensation de 3 molécules du malonyl-
coenzyme A, issue du métabolisme du glucose. Les cycles B et C ont comme
précurseur immédiat I’acide cinnamique qui est formé par la voie de 1’acide
shikimique. Ce dernier, lui-méme, dérivé du métabolisme du glucose (Markham.,
1982, Formica & Regelson., 1995).

Plus de 6500 flavonoides ont été identifiés (Harborne & Williams., 2000,
Boumendjel et al., 2002). lls sont quasiment universels chez les plantes vasculaires,
ou ils jouent un role tres important comme pigments responsables des colorations

jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira., 2005).

Structurellement, les flavonoides se répartissent en quinze groupes, dont les
plus importants sont illustrés dans le tableau 6 (Heim et al., 2002) ; les flavonols, les
flavones, les flavanones, les flavannonols, les isoflavones, les isoflavannones, les

chalcones et les anthocyanes (Formica & Regelson., 1995, Bruneton., 2009).

Dans la plupart des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosidique
dans les vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines. Les flavonoides
aglycones polymethylés, sont plut6t présents sous forme de cires dans les feuilles, les

écorces, et les bourgeons floraux (Laouini., 2014).

13
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Tab 6: Structures des différentes classes de flavonoides

Structure générale

Flavonoide

Substitution

Sources alimentaires

(+)-catechin
(-)-epicatechin
Epigallocatechin
gallate

3,5,7,3°,4’-OH
3,5,7,3°,4’-OH
3,5,7,3°,4°,5°-0OH,3-
gallate

Thé (camelliasinensis)

\‘
Q m@
o] o o~
o
I
»

chrysin

apigenin

rutin

luteolin

luteolin glucosides

5,7-OH

5,7,4’-OH

5,7,3°,4’-OH, 3-rutinose
5,7,3’,4’-OH

5,7,3’-0OH, 4’-glucose
5,4’-0OH, 7-glucose

Peau de fruit

Persil, céleri

Vin rouge, sarrasin
Agrumes, peau de tomate
Poivron rouge

Kaempferol 3,5,7,4’-OH Poireau, brocoli, endives
o ‘ guercetin 3,5,7,3’,4’-OH Pamplemousse, thé noir
myricetin 3,5,7,3°,4’,5°-OH Oignon, laiture, brocoli
‘ l tamarixetin 3,5,7,3’-OH,4’-OMe Tomate, thé, vin rouge
OH Baies, huile d’olive, peau
o de pomme
Raisins de canneberge.
naringin 5,4’-OH,7- Agrumes, pamplemousse
o O naringenin rhamnoglucose Citron, Orange
taxifolin 5,7,4’-OH
O eriodictyol 3,5,7,3’,4-OH
hesperidin 5,7,3°,4’-OH
o 3,5,3’-0OH,4°-OMe,7
rutinose.
0 genistin 5,4>-0OH,7-glucose Soja
‘ | genistein 5,7,4-OH
daidzin 4’—0H,7glucose
‘ daidzein 7,4’-OH
[e]
Apigenidin 5,7,4-OH Fruits colorés
° O cyanidin 3,5,7,4’-0OH,3,5-OMe Cerise, framboise, fraise
0
s
2-3 Tanins
Les tanins sont des composés phénoliques tres abondants chez les

angiospermes, les gymnospermes et les dicotylédones (Konig et al., 1994). lIs ont la

capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une

protéine a une autre selon les degrés d’affinités, ce qui leur procure la propriété de

tanner la peau, c’est-a-dire de rendre imputrescible. (Dangles et al., 1992 ; Hemingway

& Karchesy., 2012).

14
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L’accumulation de ces molécules dans le végétal s’effectue essenticllement

dans les vacuoles, les fruits et les tissus agés ou d’origine pathologique.

Dans l'alimentation humaine, les sources les plus importantes de tanins sont le
vin et le thé (Pénicaud., 2009). De méme I’astringence est la qualité organoleptique
qui indique la présence des tannins. Elle a un réle important dans le choix des
aliments (corrélation inverse entre les espéces végétales choisies et leur teneur en
tanins) (Horn et al., 2002, Del Bubba et al., 2009).

Comme les autres types de polyphénols, les tanins sont aussi répandus pour
leurs nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti-infectieuses (Latte &
Kolodziej., 2000, Leitao et al., 2005), cardiovasculaires (Yamanaka et al., 1996,
Cheruvanky., 2004), hormonodépendantes et anticancéreuses (Notomo et al., 2004,
Gosse et al., 2005).

Selon la structure, on distingue : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Roux & Catier., 2007).

A- Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques (figure 5) sont des polymeres de
I’acide gallique ou de son produit de condensation ; 1’acide ellagique. lls ont un poids
moléculaire plus faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins
condensés. lls peuvent diminuer la dégradation des parois dans le rumen et étre
hydrolysés dans I’intestin en libérant des produits toxiques pour le foie et le rein

(Jarrige & Ruckebusch., 1995).
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o OH
HO
OH OH
o
HO S
| Py
HO Y o o
HO o K
o
Y MOH
o
HO 9
o o\
OH
HO OH HO OH

Fig 5: Exemple tannins hydrolysables.

B- Tanins condensés

Les tanins condensés (proanthocyanidines ou procyanidines) sont des
polyphénols de masse molaire élevée (figure 6). Ils résultent de la polymérisation auto
oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les
liaisons C4-C8 ou C4-C6 des unites adjacentes, ou bien des liaisons C4-C8 avec une
liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7 (Wollgast & Anklam., 2000, Dykes &
Rooney., 2006).

OH

Fig 6: Exemple tannins condensés.
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3- Biosynthese des composés phénoliques

3-1 Biosynthése des acides phénols

Les grandes lignes des voies de biosynthése des principaux composés
phénoliques sont maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques
(phénylalanine et tyrosine) sont présents dans les protéines mais sont également a
l'origine de la formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux
(Sarmi & Cheymer., 2006). Ces composés sont issus par deux grandes voies
métaboliques :

3-1-1 voie de I'acide shikimique

Elle conduit a la formation du précurseur immédiat des phénols par
désamination de la phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée
séquence des phénylpropanoides, permet la formation des principaux acides

hydroxycinnamiques.

Les formes actives de ces derniers avec le coenzyme A permettent d'accéder aux

principales classes des composés phénoliques citant quelques transformations :

> Vers les acides de la série benzoique (acides gallique, protocatéchique...) par
Beta-oxydation. L'acide gallique lui-méme, par combinaison avec des sucres
simples, conduit aux tannins hydrolysables (tannins galliques et ellagiques).

> Vers les estres de type chlorogénique par estérification avec un acide alcool
(acide quinique, tartrique, shikimique...) (Sarmi & Cheymer., 2006).

» Vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de
modifications complémentaires (glycosilations, prénylations...).

» Vers les lignines par réduction, formation des monolignols puis
polymérisation oxydative initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et

éventuellement les laccases. (Bruneton., 1999).
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3-1-2 Voie d'acétate malonate

Elle conduit par condensations répétées a des systemes aromatiques ex : les
chromones, les isocoumarines, et les quinones. La pluralité structurale des composés
phénoliques due a cette origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité tres
fréguente d'une participation simultanée du shikimate et de I'acétate a I'élaboration des
composes mixtes comme les flavonoides, les stilbénes et les xanthones (Bruneton.,
1999).

3-2 Biosynthése des flavonoides

La formation de ces molécules flavonoiques s'effectue par un intermédiaire
connu : tétrahydroxychalcone a partir de la quelle se différencient plusieurs types des

flavonoides (Bruneton., 1999).

Le squelette moléculaire de base a une double origine : 3 molécules d'acétyl
CoA (CoA = coenzyme A) pour le cycle A qui dérive de la voie acétate malonate, une
molécule de p-coumaryl pour le cycle B qui dérive de la voie shikimate et aussi pour
I'nétérocycle C. C'est alors a partir de la chalcone ainsi formée par cette condensation
chimique que vont étre mis en place les flavonoides appartenant aux diverses classes,
en particuliers des pigments comme les anthocyanes et les flavonols, ou encore
certains monomeres de type flavonols dont la polymérisation conduira aux tannins

condensés.

La biosynthese des différents groupes de flavonoides (figure 7) implique un
ensemble complexe de réactions comprenant des hydroxylations, méthylations,

oxydations, réductions, glycosilations... (Sarmi & Cheymer., 2006).
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Carbohydrates
: OH OH
acetyl-CoA shikimate
CoAs HO HO
Vi 1T I .
- -— <« phenylalanine
0 0 0
Y  4coumaryl-CoA 4-coumarate cinnamate

3 Malonyl-CoA |

chalcone J)©/
4,2' 4 6'tétrahydroxychalcone

OH O OH O
Isoflavone Flavanone Flavone
Genisteine narlngenlne apiginine
’%g\‘_» o
Flavanonol Flavonol
Dihydrokaempferol Kaempferol

Fig 7: Biosynthése des flavonoides.

Les enzymes :
I- Acetyl CoA carboxylase; IlI- Phenylalanine ammonia lyase; Ill- Coumarate 4-

hydroxylase ; IV- 4-coumarate CoA ligase ; 1- Chalcone synthase ; 2- Chalcone isomérase ;

3- Hydroxy-2 isoflavone synthase ; 4- Flavone synthase ; 5- Flavanone-3 hydroxylase ; 6-

Flavonol synthase.
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4- Polyphénols dans les plantes : Localisation et intérét

A Téchelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement
répartis dans deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les
polyphénols sont conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet

daugmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule.

Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés
aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol.
Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est
liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont organiseées en
métabolons (Bénard., 2009).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la
plante et peut étre trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des
composés est variable, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont

majoritairement présents dans 1’épiderme.

Au niveau de la plante entiere, il faut noter que certains composés ne sont
accumulés que dans des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les
composés phénoliques interviennent au niveau de la coloration de la peau via les
anthocyanes, et dans la qualité organoleptique de la chair, notamment pour

I’amertume ou 1’astringence (Bénard., 2009).

Les composés phénoliques jouent un r6le important dans le métabolisme de la
plante mais aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons,
les insectes, résistance aux UV). Toutes les catégories de composés phenoliques sont

impliquées dans les mécanismes de résistance (Dicko et al., 2006).

Ils assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux et
animaux (Robert & Catesson., 2000).
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5- Polyphénols et activités biologiques

5- 1 Activite antioxydante

5-1-1 Introduction

Par définition, les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques (atomes ou
molécules) qui possedent un ou plusieurs électrons célibataires (non appariés) sur leur
couche externe. Ces radicaux jouent un rdle essentiel dans le bon déroulement de la
réaction immunitaire ; la phagocytose et la communication cellulaire (Peynet et al.,
2005).

Ces molécules (RL) se caractérisent par leur instabilité et leur réaction rapide
avec d’autres composants, afin de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir leur
stabilité. Une reéaction en chaine débute lorsqu’un radial attaque la molécule stable la
plus proche, en lui arrachant son électron et la molécule attaquée devient alors elle-

méme une molécule instable.

Fosting (2004) rapporte que le terme de radical libre ait souvent été assimilé a
une espéce réactive ou un oxydant, cependant il est important de signaler que tous les
radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants

ne sont pas des radicaux libres.

Les radicaux libres ou bien les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) sont
souvent produites dans 1’organisme mais cette production est toujours controlée par
les antioxydants afin de maintenir [’équilibre de la balance oxydative
oxydant/antioxydant. Le stress oxydatif survient lorsque cet équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres. Toute fois, une production excessive de ces molécules
réactives ou une insuffisance des mecanismes antioxydants peut désequilibrer cette
balance (Christophe & Christophe., 2011, Papazian & Roch., 2008).

Poirier (2004), et Médart (2009) rapportent que ce désequilibre peut avoir

diverses origines, telle que :

- Les radiations ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité
artificielle ou naturelle),
- lapollution,

- le contact avec certains pesticides et solvants,
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- la consommation de tabac et d’alcool,

- la consommation de certains médicaments,

- la pratique du sport intensif,

- tout processus susceptible de surcharger les réactions de détoxication

hépatique, notamment une perte de poids importante.

5-1- 2 Pathologies liées au stress oxydatif

Des lésions majeures sur les différentes molécules comme I’ADN, les lipides,
et les glucides ainsi que d’autres 1ésions secondaires dues au caractére cytotoxique et
mutagene des métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides peuvent
étre provoquées par la production excessive des radicaux libres dans 1’organisme.

L’organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par la
production des anticorps, qui peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une 3°™

vague d’attaque chimique (Favier., 2003).

En général, le stress oxydatif est la conséquence de plusieurs processus et
phénomeénes. Il peut toucher un tissu ou un type de cellules particuliéres, et par
conséquent, les pathologiques du stress oxydant sont donc aussi nombreuses que
variées. (Sohal et al., 2002).

Sohal et ses collaborateurs (2002) affirment que I’age est le seul facteur
commun qui favorise le stress oxydatif, dans la mesure ou le vieillissement affaiblit

les réponses antioxydantes et perturbe la respiration mitochondriale.

Il faut distinguer les maladies dont le stress oxydant est la cause principale, et
celles dont I’expression implique celui-ci (toute maladie implique une inflammation,

donc un stress oxydant) :

» Le premier groupe inclut les rhumatismes, I’arthrite, I’arthrose, la cataracte, le
syndrome de détresse respiratoire aigue (SDRA), I’cedéme pulmonaire ...etc,
et de facon générale, le vieillissement accéléré des tissus comme la peau.

» Le deuxiéme groupe inclut le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les cancers et

les maladies cardiovasculaires selon Montagnier et son équipe (1998).
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5-1- 3 Polyphénols sont des antioxydants

D’apres Halliwell en 1994, les principaux mécanismes de 1’activité antioxydante

dont les composés phénoliques peuvent appliquer sont :

> Le piégeage direct des EOR ;

» L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des
traces métalliques responsables de la production des EOR,;

» La protection des systemes de défense antioxydants.

A- Inhibition enzymatique

Les phénoménes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés
in vitro, particulierement, le cas des flavonoides dont I’inhibition d’une grande variété
d’enzymes ainsi que le processus de transcription de certains genes (par interaction du
cytosol avec les facteurs de transcription ou certains précurseurs) (Bruneton., 1999).

Bruneton en 1999 rapporte que les acides hydroxycinnamiques sont des

inhibiteurs de protéines de coagulation, et jouent ainsi un réle d’anticoagulants.

Nombreuses études confirment que I’inhibition de la production des EOR par
les composés phénoliques, principalement les flavonoides, peut s’effectuer
directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe
des EOR (Dangles & Dufour., 2006, Dangles & Dufour., 2008, Woff & Liu., 2008).

Le cas de la xanthine oxydase, qui est considérée comme une source
biologique importante de radical superoxyde confirme cette double action. D’autre
part, Hansaki et ses collaborateurs en 1994 ainsi que Cos et son équipe en 1998, en
effectuant une étude sur la maladie de la goutte, ont montré que les flavonoides
peuvent agir sur 1’activité de la xanthine oxydase et par conséquent, peuvent prévenir
cette maladie en réduisant a la fois les concentrations de ’acide urique et celle du

radical superoxyde dans les tissus humains. Ces travaux ont confirmé que :

e Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols (cycle C non plan) ne
sont pas inhibiteurs de la xanthine oxydase, alors que les flavonols et les
flavones (cycle C plan et conjugué avec les cycles A et B) ont la capacité
d’inhiber I’enzyme.

e [’absence du groupe hydroxyle en C3 augmente légerement I’activité

inhibitrice. Les flavonoides glycosylées ont des activités inférieures a celles
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des composés non glycosyles. Par exemple, la rutine est presque dix fois
moins active que la quercétine.

e Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-diphénol ou
1,2- dihydroxybenzene) sont de bons pieges a superoxyde en raison de la

stabilité des radicaux semiquinones formés lors de la capture.

B- Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre possedent une grande importance dans plusieurs
fonctions physiologiques, ils entrent également dans la composition des
hémoprotéines et des cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (par
exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du cuivre pour le superoxyde
dismutase). Cepondant, ils sont aussi responsables de la production du radical

hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Fenton :
H,0, + Fe?* (Cu")—— OH° + OH + Fe** (Cu®”

En outre, autoxydation des ions Fe*? et Cu® est une source de superoxyde et
peroxyde d’hydrogene, et I’un des mécanismes de 1’action antioxydante est bien la
formation du complexe entre les ions du fer et le cuivre sous une forme qui inhibe leur

pouvoir redox.

Plusieurs études telle que celle de Morris et ses collaborateurs en 1995 et
Hider et son équipe en 2001 affirment que divers composés phénoliques abondants
dans les plantes et dans I’alimentation sont considérés comme de bons chélateurs des

ions métalliques.

Les recherches réalisées par Van Acker et ses collaborateurs en 1996 sur la
chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les sites

essentiels pour la chélation des ions métalliques (figure 8).
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. .
Mhn+

Fig 8: les flavonoides et leurs sites de chélation des ions métalliques (Mn+).

C- Piégeage des radicaux libres

Le piégeage de divers radicaux par les composés phénoliques a été beaucoup
étudié afin de clarifier et identifier les éléments majeurs de I’activité antioxydante.
Jovanovic et ses collaborateurs en 1994 notent que grace au faible potentiel redox des
polyphénols, plus particulierement des flavonoides (FI-OH), ils sont
thermodynamiquement capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes,

peroxyles (ROO-), alkoxyles (RO-) et hydroxyle par transfert d’hydrogene :
FI-OH + X-— FI-O- + XH

Dont :

X représente 1'un des EOR mentionnés ci-dessus.

Le radical aryloxyle (FI-O+) peut réagir avec un autre radical pour former une

structure quinone stable.

Eventuellement, le radical aryloxyle peut réduire le dioxygene pour donner
une quinone et un anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet
prooxydant des flavonoides. Ainsi, la capacité antioxydante des polyphénols dépend
non seulement du potentiel redox du couple FI-O+/FI-OOH mais aussi de la réactivité
du radical FI-O-.

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des
polyphénols et leur capacité a piéger les radicaux libres (Pietta., 2000, Cuvelier.,
1992, Farkas., 2004).
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Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les
radicaux libres bon-mauvais, comme l'oxyde nitrique qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne lactivité du systeme immunitaire avec celle du

cerveau et module la communication entre les cellules de ce dernier (Akroum., 2010).

L’activité antioxydante des polyphénols peut s’exercer sur les transporteurs
des lipides du sang et tout particulierement sur le «mauvais» transporteur du

cholestérol (les LDL ou les lipoprotéines de faible densité).

Les polyphénols empéchent ainsi la formation des LDL oxydés, formation qui
rend place lors d’états pathologiques variés caractérisés par un stress oxydatif
(Descheemaeker., 2003).

Ils aident a combattre I’inflammation et réduisent la fragilité des capillaires, ils
réduisent les effets du diabéte et protégent la peau contre les rayons ultraviolets en
diminuant les dommages causés par les rayons solaires (Spiller & Spiller., 2007).

De nombreuses études épidémiologiques montrent qu’une alimentation riche

en polyphénols diminue le risque des maladies chroniques (Neve., 2002).

5- 2 Polyphénols et cancer

Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention
du cancer. En effet, un certain nombre de recherches menées in-vitro et in- vivo ont
montré que les polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention
des différentes maladies cancéreuses (Stagos et al., 2012).

De nombreuses études ont montré que trois types de cancers (sein, prostate et
digestif) peuvent étre fortement influencés par 1’alimentation notamment 1’apport en
lipides et en antioxydants et que I’huile d’argan pourrait grace a sa teneur en
polyphénols, contribuer & la prévention de certains cancers tels que le cancer de la

prostate (Bennani et al., 2009).

Des recherches plus récentes ont décrit les activités anti-cancérigenes de la
curcumine, le resvératrol et 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement

du cancer du col (Di Domenico et al., 2012).
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Les effets inhibiteurs du thé vert et noir dans le traitement du cancer ont
largement été étudiés. Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol sont des composés
bioactifs puissants qui interférent avec l'initiation, le développement et la progression

du cancer par des processus critiques (Lambert & Elias., 2010, Yang et al., 2013).

Ils ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogenése en
agissant sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires impliquees dans
I’initiation et / ou la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase de

progression du cancer (Link et al., 2010).

Les polyphénols peuvent également declencher I'apoptose dans les cellules
cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en

signal cellulaire (Link et al., 2010).

5- 3 Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses études épidémiologiques ont montré qu’il existe une corrélation
inverse entre la consommation d’aliments riches en polyphénols et le risque de
développement des maladies cardiovasculaires (Visioli et al., 2000, Arts & Hollman.,
2005).

Au niveau des arteres, ces molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines
de faible densité (LDL) évitant ainsi I’athérosclérose (épaississement des artéres qui

contribue a réduire le flux sanguins et peut conduire a 1’asphyxie des tissus irrigués).

Les polyphénols inhibent aussi ’agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénoméne de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant
I’arthérosclérose et les risques de thrombose, ces composés limitent les risques

d’infarctus du myocarde (Akroum., 2010).

Selon des études épidémiologiques, un plus grand apport de flavonoides tirés
des fruits et des 1égumes s’associe a une diminution du risque d’apparition de maladie
cardiovasculaire. Les mécanismes expliquant cette observation ne sont pas clairs,
mais d’apreés les données probantes, les flavonoides exerceraient leurs effets par la

diminution des facteurs de risque cardiovasculaire.
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D’apreés de récentes données probantes, certains polyphénols sous forme
purifiée, y compris le resvératrol, la berbérine et la naringénine, ont des effets
bénéfiques sur la dyslipidémie chez les modéles humains ou animaux. Un traitement a
la naringénine atténuait 1’athérosclérose en corrigeant la dyslipidémie (Mulvihill &
Huff., 2010).

5- 4 Polyphénols et inflammation

L’inflammation est la réponse principale de 1’organisme a une agression et qui
est précisément régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de
I’organisme. Cependant, une régulation inappropri¢e de ce phénomene peut conduire

a un état inflammatoire chronique (Bengmark., 2004).

La plupart des pathologies chroniques possedent une composante
inflammatoire. C’est le cas de 1’obésité, du diabéte de type II, des maladies

cardiovasculaires et du cancer (Hotamisligil., 2006)

Differentes études menees sur les effets protecteurs des polyphénols ont
montré que composés diminuaient les marqueurs de I’inflammation et agissaient sur
de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de
I’inflammation (Gonzalez-Gallego et al., 2010), comme il a été démontré, qu’ils
agissaient également comme des modulateurs des voies de signalisation de
I’inflammation (Santangelo et al., 2007).

D’autres études menées chez I’homme sain ont montré que le suivi d’un
régime riche en fruits et légumes était inversement corrélé aux marqueurs de
I’inflammation dans le plasma, et que la consommation d’anthocyanes était associée a

la diminution du taux de cytokines circulantes (Lenoir., 2011).

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les
flavonols, peuvent prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des
tissus au niveau moléculaire. De maniere spécifique, ils inhibent 1’enzyme NOS
responsable de la synthése de 1’oxyde nitrique, qui est déclencheur chimique de

I’inflammation (Gonzalez-Gallego et al., 2010).
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6- Méthodes d’analyse des composés phénoliques

La séparation, la détection, 1’identification et la quantification des molécules

s’effectuent par plusieurs méthodes analytiques et spécialement chromatographiques.

De nos jours, les méthodes chromatographiques couplées a divers détecteurs
occupent la plus importante place dans le screening moléculaire car elles permettent
de caractériser simultanément un éventail tres large de molécules avec une meilleure

specificité et une plus grande sensibilité comparées aux méthodes anciennes.

Elles sont applicables a tous les milieux biologiques, quelle qu’en soit la
nature, apres une étape d’extraction rendue nécessaire du fait de la complexité de ces

matrices.

Les propriétés physico-chimiques des analytes conditionnent la détection par
chromatographie, ce qui explique qu’il n’y a aucune méthode chromatographique qui
permette la détection de toutes les substances et qu’une bonne stratégie impose la
disposition de plusieurs méthodes colorimétriques, spectrophotométriques, et
chromatographiques complémentaires.

Le tableau7 présente les différentes méthodes spectrométriques et
chromatographiques, en mentionnant les avantages et les limites de chaque méthode
(Ben sakhria., 2016).

Tab 7: Méthodes d’analyse, avantages et inconvenients

Méthodes Avantages Inconvénients
Colorimétriques | simple ; rapide ; disponible ; Mangue de spécificité et e
directe. sensibilité ; subjectivité de

I’interprétation ; nécessite
un blanc et un positif a

chaque test

Spectro- Quantification et/ou identification
_ . . Mangue de spécificité et de
photometrique spectrale simple et rapide de

) ) sensibilité ; séparation
certains cCOmposés.
préalable nécessaire
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CCM Matériel simple, disponible, peu Relativement longue a
couteux ; méthode séparative réaliser ; extraction
robuste non destructive, permet préalable des analytes
I’identification de centaines de nécessaire ; manque de
molécules et leurs métabolites ; sensibilité et de resolution ;
facilite les tests spécifiques influence des conditions
d’identification et permet la locales sur les résultats ;
collection des fractions apres interprétation difficile et

séparation ; les nouvelles méthodes | délicate en présence de
sont semi- quantitatives, beaucoup de métabolites.
automatisables et donnent une

meilleure identification

LC-MS Identification et quantification Codt élevé ; mangue de
rapide d’un tres large nombre de standardisation des
composés méme polaires et librairies de spectres de
thermolabiles ; grande sensibilité et | masse.

spécificité ; faible volume

d’échantillon et plus simple

La chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur UV a
barrettes de diodes (HPLC-DAD) fut la premiere technique chromatographique en
phase liquide a étre utilisée pour un screening moléculaire large. Elle permet I’analyse
simultanée d’un grand nombre de molécules dotées de propriétés physico-chimiques
trés variables, surtout en terme de polarité, de poids moléculaire et de stabilité
thermiques. C’est une méthode de séparation robuste, facile d’emploi, avec des
principes de séparation bien connus, et qui permet I’analyse d’un grand nombre de
molécules avec une bonne sensibilité et sélectivité ajustable. Elle est additive et
complémentaire a la CG/MS et avec un codt abordable (Ben sakhria., 2016).

Le couplage de ’'HPLC/DAD avec la spectrométrie de masse donne plus de précision

et de caractérisation au profile établis par ’HPLC seule.

La spectrométrie de masse repose sur deux éléments essentiels (Alkhatib., 2010)
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e La possibilité, par différentes méthodes, de fragmenter une molécule en
différents ions, positifs ou négatifs, de rapports m/z (masse/nombre de charges
élémentaires) différents.

e La detection de ces fragments. La encore, différentes techniques existent
(déflection par champ magnétique, filtre de masse quadripolaire, trappe
ionigque, temps de vol) mais leur nature influe essentiellement sur la précision

des résultats.

Chaque molécule peut étre caractérisée par un profil de fragmentation pour une
technique de fragmentation donnée. De plus, la formation d’un ion moléculaire (M+)
ou pseudomoléculaire [M+H]", informe sur la masse de la molécule étudiée, ce qui

permet son identification.

Chapitre 3 : Activités biologiques, généralités et evaluation

1- Méthodes d’évaluation du pouvoir antiradicalaire et antioxydant

L’évaluation du pouvoir antioxydant et antiradicalaire peut se faire par de
nombreuses méthodes in vitro et in vivo. Ces techniques sont différentes les unes des
autres par les réactifs utilisés, les conditions d’application, leurs protocoles ainsi le
mécanisme d’action par le quel ’extrait ou la molécule testée se manifeste dans le
milieu.

Le tableau 8 présente les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les
tests in vitro chimiques, en mentionnant les mécanismes réactionnels, les avantages et

inconvénients de chaque méthode.

Les techniques citées témoignent I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait
naturel & neutraliser les radicaux libres par transfert d’électron et/ou de proton issus de

phénomeénes d’oxydations (Prior et al., 2005).

Les resultats des activités antioxydantes sont genéralement exprimés en
fonction d’une molécule de référence possédant de forte propriété antioxydante

(trolox, quercetine, rutine...).
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Tab 8: Tests antioxydants in vitro

Tests

DPPH

ABTS ou TEAC

FRAP

ORAC

Mécanismes
réactionnels

e transfert d'électron
majoritaire

e transfert d'électron et de
proton

e transfert d'électron

¢ transfert de proton

Nature des
molécules testées

e hydrophiles et lipophiles

e hydrophile et lipophiles

e hydrophiles

e hydrophiles et
lipophiles

Expression des

e CI50 et/ou en mg ou pumol
équivalent d’une molécule de
référence

e CI50 et/ou en mg ou
umol équivalent d’une
molécule de référence

e en mg ou umol
équivalent Fe2+

e CI50 et/ou en mg ou
umol équivalent d’une
molécule de référence

résultats
e trés facile a mettre en ceuvre | o trés facile a mettre en e tres facile a mettre en o facile a mettre en
e peu couteux cuvre ceuvre ceuvre
e cinétique de réaction trés | e peu couteux e couteux (nécessité
rapide d’un fluorimétre)
Avantages e peu couteux e Utilisation d'un

générateur de radicaux
(ROO)

Inconvénients

e encombrement stérique de
molécules a hauts poids
moléculaires

o interférences possibles a 515
nm

o forte dépendance au pH et
au solvant

¢ radical inexistant in vivo

e produits de dégradation
antioxydants
¢ radical inexistant in vivo

e pH utilisé non
physiologique

o interférences possibles a
595 nm

e interférences avec
composés possédant E°<
0,77V

e mécanismes de
génération des ROO* non
physiologique

e interférences possibles
des protéines
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2- Généralités sur la toxicité

Toute substance biologiquement active est susceptible, a fortes ou a faibles doses et
pour une administration prolongée de produire des effets indésirables, voire nocifs. C'est le
cas particulier des produits végétaux riches en métabolites secondaires. Leurs propriétés

principales sont antifongiques et antimycosiques, anti-inflammatoires.

Les composés chimiques peuvent conférer a la plante des propriétés toxiques a
fortes doses par voie générale, il apparait indispensable de procéder a la détermination de
leur pouvoir toxique pour une adaptation rationnelle de la thérapie traditionnelle surtout
pour les modes d'administration et les précautions a observer en cas de non intégrité au
niveau des muqueuses digestives (bouche, estomac, intestin, etc.). De méme I'évaluation de
la toxicité générale aigué de l'extrait est primordiale pour situer les limites de tolérance de
la plante pour toutes les expérimentations (Ouedraogo et al., 2001).

Une substance toxique est qualifiée comme un composé qui peut nuire a la santé des
organismes vivants, en particulier a celle des étres humains (Glomot., 1986, Reichel et al.,
2004). L’effet d’un toxique dépend toujours de 1’espéce et de la dose, selon leur origine, on
distingue les toxiques synthétiques et les toxiques naturels (toxine) provenant des

microorganismes, des animaux ou des plantes (Reichel et al., 2004).

L’évaluation de la toxicité s’appuie sur des études qualitatives (non mesurables) ou
quantitatives (mesurables). Il existe plusieurs types d’études permettant d’évaluer les effets

d’un toxique :

e Les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d’individus,

e Les études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et
souris) ; Certains organismes de réglementation préconisent 1’utilisation d’au moins
deux espéces animales, dont 1’'une appartenant aux rongeurs,

e Les études expérimentales in vitro, biochimiques ou cellulaires, les études

théoriques par modélisation (exemple : structure-activité) (Lapointe et al., 2004).

Concernant ces différentes méthodes d’évaluation, ’OMS rappelle que les données in vivo
sur les animaux sont plus indicatives de la toxicité et peuvent étre considérées comme des

marqueurs d’innocuité.
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La toxicité des plantes peut étre directe (composes de la plante-organe) ou indirecte via la
genése d’interactions avec les médicaments allopathiques ou de phytothérapie (composés
de plante-métabolisme d’autres médicaments/ xénobiotiques).

Les tests de la toxicité in vivo comprennent plusieurs formes :

> La toxicité aigué permet de connaitre la plus petite dose qui, administrée en une
seule prise entraine la mort de 50% des animaux dans les 24 a 48 heures apres le
traitement, la durée maximale d’observation étant de 15 jours (Dubick et al., 1993).
Elle permet de déterminer la dose létale 50 (DL50).

> la toxicité subaigué ou subchronique, qui permet de déceler les troubles de
croissance, d’alimentation, les troubles biochimiques et histologiques secondaires a
I’administration continue d’une substance (Diezi., 1992).

> la toxicité chronique, qui permet d’avoir des renseignements sur le degré de toxicité
des médicaments qui habituellement sont utilisés de facon répétée par des patients
(Cheftel et al., 1989).

Dans le cas de I’évaluation de la toxicité subaigie et chronique, la durée d’administration
de la substance expérimentale dépendra de la durée d’utilisation clinique prévue. La durée
dans le cadre de I’étude de toxicité variera d’un pays a I’autre, selon la réglementation en
vigueur (OMS., 2000).

Concernant la dose, il est recommandé de prévoir des groupes pour au moins trois niveaux
de dose différents : une dose n’engendrant aucun effet toxicologique (dose sans effet) et
une dose entrainant des effets toxicologiques. Dans cette fourchette, 1’adjonction d’au
moins un autre niveau de dose augmente la possibilité d’observer une relation dose-
réaction. Toutes les études doivent inclure un groupe témoin d’animaux d’expérience chez

lequel on n’administre que le véhicule (OMS., 2000).

L’évaluation in vitro de la toxicité peut étre réalisée par d’autres tests toxicologiques sur
des cellules animales. Ces techniques ont comme avantage principal de diminuer fortement
le nombre des animaux utilisés lors des expériences et des études de la toxicologie in vivo,

citant :

» L’effet hémolytique dont la lyse des globules rouges est un phénomene
irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et liberent

1’hémoglobinique.
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» L’effet larvicide appliqué sur les larves d’Artemia salina.

3- L’évaluation de I’effet antalgique

L’ILA.S.P. (International Association for the Study of Pain) définie officiellement la
douleur comme suit: « la douleur est I’expression d’une expérience sensorielle et
émotionnelle désagréable liée a une lésion tissulaire existante ou potentielle ou décrite en
terme d’une telle Iésion ». Selon Le bars et ses collaborateurs (2001), la douleur est un
processus physiologique dont le but est d’avertir la personne d’une menace de son intégrité
physique d’ou le terme nociception. Son intensité et sa durée, elle peut devenir, un véritable
syndrome, retentissant sur les grandes fonctions organiques et capable a lui seul d’aggraver
I’état du malade (Bounihi., 2015).

La durée d’évolution permet de distinguer deux sortes de douleurs, a savoir aigue qui est

considérée comme un « signal d’alarme » et chronique qui est une « douleur maladie ».

» La douleur aigue est un symptdbme qui aide au diagnostic et qui généralement
décroit et disparait lorsqu’un traitement est institué. Ce type de douleur doit étre
trait¢ dés I’apercu du signal d’alarme.

» Ladouleur chronique est une douleur qui évolue et qui peut durer de 3 & 6 mois.

L’OMS a classé le traitement de la douleur selon I’intensité et en associant des principes

thérapeutiques en 3 classes :

» Traitement avec les antalgiques non morphinique (paracétamol, acide acetyl
salicylique, et kétoproféne) pour les douleurs faibles.

» Traitement avec les antalgiques dérivés de la morphine (associé au paracétamol,
tramadol, et nefopam) pour les douleurs modérées.

» Traitement avec la morphine et 1’oxycodone pour les douleurs intenses.

Plus de 50% de médicaments utilisés aujourd’hui sont d’origine naturelle. Dans le domaine
des antalgiques, citant la morphine qui est extraite du pavot, dans le nom a donné naissance
a toute une classe d’analgésiques (Badiaga., 2012). Les plantes restent une source tres

importante pour la recherche de nouvelles molécules analgésiques.

L’évaluation de D’activité antalgique peut étre réalisée par plusieurs méthodes (Colot.,

1972), en plus du test de la plaque chauffante, test tail flick et le test de torsion, on cite :
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» Test de Randall et Selitto
Il consiste & soumettre & une pression mesurée la patte du rat qui réagit par un cri, I’animal

analgesié ne réagit pas.
» Test d’Amour et Smith

Il s’agit de focaliser un rayon lumineux calorifique sur la queue de la souris, en moins de 6
secondes la souris déplace la queue. L’animal est considéré analgésié s’il n’y a pas de

réponse au bout de 12 secondes.
» Test de Charpentier

La base de la queue du rat est stimulée électriquement, 1’animal présente une réaction de
fuite avec cris. Le seuil d’intensité de courant électrique déterminant le cri et sa variation

apres analgésie sont évalués.

4- Généralités et méthode d’évaluation de la cicatrisation des plaies

4-1 Définition

La cicatrisation est I'ensemble des phénomenes physiologiques naturels aboutissant
a partir d'une plaie a la restauration de la structure cutanée. De cette maniere les tissus
humains et animaux sont capables de réparer des Iésions localisées par des processus de

réparation et de régénération qui leurs sont propres.

La réparation des lésions est un alignement complexe de différents processus dynamiques,
qui ne sont pas encore complétement compris. Ce phénoméne naturel inclus plusieurs

aspects et événements moléculaire et cellulaire (Ferraq., 2007).
4-2 Les différentes phases de la cicatrisation

La cicatrisation est un phénomene continu comportant trois phases : phase
inflammatoire, suivie des phases de réparation (phase proliférative) et de maturation (phase
de remodelage). Toutes les phases sont interdépendantes et se chevauchent sans séparation
stricte dans le temps (Figure 9). Les caractéristiques de durée et d’intensité pour chaque
phase, varient en fonction de la plaie et du mode de cicatrisation (Kumar et al., 2007, Guo
& DiPietro., 2010).
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Fig 9: Ordre séquentiel des phases de la cicatrisation (Kumar et al., 2007).

4-2-1 Phase exsudative
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Fig 10: Lors d’une blessure

Au moment de la blessure (figure 10), le tissu est lysé et les plaquettes adhéerent au collagéne et
libérent des facteurs de coagulation, le PDGF et le TGF- pour initier le processus de réparation
(Diegelmann., 2004).

A- Réaction vasculaire

Au moment de la blessure, la rupture de vaisseaux sanguins entraine 1’¢épanchement
des constituants du sang (figure 11). La coagulation traduit la réaction cellulaire immédiate

a I’agression du tégument (Boykin., 1996). Cette réaction est amorcée par I’activation de
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I’agrégation des plaquettes et par la libération de substances vasoconstrictrices qui
obliterent les vaisseaux sanguins par la formation d’un caillot stable. Le caillot rétablit
I’hémostase et forme une matrice extracellulaire dans le lit de la plaie, c'est-a-dire une
structure pour la migration des cellules (Singer & Clarck., 1999). Les plaquettes libérent
également plusieurs médiateurs « cytokines » ou facteurs de croissances : facteurs de
croissance d’origine plaquettaire (platelet derived growth factor ou PDGF); facteur de
croissance transformant alpha (transforming growth factor alpha ou TGFa) ; facteur de
croissance transformant béta (TGFpB). Ces facteurs attirent et activent les macrophages et
les fibroblastes (Singer & Clarck., 1999).

Neutrophil - Fibroblast

= Margination

— Diapedesis

Fixed
| tissue

S 1 monocyte

Fig 11: Phase vasculaire

Dés le premier jour aprés une blessure, les neutrophiles se fixent aux cellules endothéliales de la
paroi des vaisseaux autour de la plaie, puis elles changent de forme pour passer a travers les
jonctions cellulaires (diapédése) et migrent vers le site de la plaie (chimiotactisme). C'est le début
de la phase inflammatoire (Diegelmann., 2004).

B- Réaction inflammatoire

L’inflammation commence, en général, dés 1’agression initiale et dure jusqu’au
quatriéme jour de la cicatrisation, environ. Les signes cardinaux de I’inflammation aigué
sont bien connus : chaleur, rougeur, cedéme et douleur. La perte de fonction constitue un
autre signe de cette phase (Calvin., 1998).
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Fig 12: Phase inflammatoire

La phase inflammatoire se poursuit (figure 12), les macrophages tissulaires deviennent actifs et se
déplacent dans le site de la Iésion et se transforment en macrophages trés active. Ces cellules
hautement phagocytaires liberent également le PDGF et le TGF-R a fin de recruter des fibroblastes

sur le site et de commencer ainsi la phase proliférative (Diegelmann., 2004).
4-2-2 Phase proliférative

La seconde étape du processus cicatriciel conduit a la formation du tissu de
granulation. Elle permet ainsi la réparation dermique et épidermique grace a la synthese de
collagéne et a la prolifération de kératinocytes, de fibroblastes et de néovaisseaux (Allas.,
1997, Maurin., 2005).

A- Réparation dermique

La phase inflammatoire, grace notamment aux nombreux médiateurs chimiques
libérés, aboutit a ’activation des fibroblastes présents a 1’¢tat quiescent au niveau des
berges et du lit de la plaie. Ces fibroblastes activés migrent alors vers le foyer
inflammatoire, ou ils sont retrouvés a partir du troisieme jour. lls assurent, essentiellement
a partir du cinquieme jour, la synthese de collagene, de glycoprotéines et de
protéoglycannes. Ces composés forment ainsi la nouvelle matrice extra-cellulaire qui
succede la matrice provisoire formée lors de la phase exsudative (Allas., 1997, Hatz., 1994,
Vandenbussche., 1983).
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B- Angiogénése

Parallelement a la prolifération cellulaire, 1’angiogénése se développe au site de la
plaie a partir du cinquiéme jour. La formation de nouveaux vaisseaux sanguins se déroule
en plusieurs étapes, chacune régie par des facteurs de croissance essentiellement d’origine
plaquettaire et macrophagique. La néovascularisation régresse lorsque les besoins en
oxygene sont moins intenses, notamment lorsque la synthése de collagéne et de matrice
extra-cellulaire diminue. (Allas., 1997, Maurin., 2005, Stashak., 1984).

C- Réparation épidermique

La réépithélialisation assure la couverture finale de la plaie par un épithélium
stratifie et kératinisé, formé a partir des cellules épidermiques provenant des berges du

foyer cicatriciel, voir des follicules pileux (Allas., 1997, Dereure., 2001, Maurin., 2005).
4-2-3 Phase de contraction et remodelage

Il s’agit d’'un mécanisme de réduction de la taille de la plaie par le mouvement
centripete du tissu cutané entourant la plaie. C’est un processus dans lequel les fibroblastes
joueraient un role du premier plan se produisant sept jours apres la blessure, et son activité

atteint un pic apreés deux semaines (Calvin., 1998).

Apres I’arrét de la transformation fibroblastique et de I’angiogenése et longtemps
aprés la réepithélialisation, une longue phase de remodelage de la cicatrice se fait par
synthese de collagéne qui se poursuit essentiellement par remplacement du collagéne de
type Il par du collagéne de type I. Il s’agit d’une lente évolution vers I’équilibre entre
synthese et dégradation surtout par les métalloprotéases, une rupture de cet équilibre
entraine des vices de cicatrisation (cicatrice hypertrophique, chéloide, cicatrice atrophique)
entre autres, la collagénase 4 et la gélatinase. Cette phase finale de la cicatrisation se
poursuit pendant des mois, voire des années apres la cicatrisation de la plaie (Coulibaly.,
2007, Moulin., 2001).
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Fig 13: Phase de remodelage

La phase de remodelage (figure 13) est caractérisée par la synthese continue et la
dégradation des composants de la matrice extracellulaire en tentant d'établir un nouvel équilibre
(Diegelmann., 2004).

4-3 Méthodes d’étude de la cicatrisation

La cicatrisation est un phénomeéne trés complexe, dont les études ont été effectuées
auparavant sur des plaies traumatiques c'est-a-dire issues des accidents (coupures et
contusion), ou des pathologies (particulierement dans les cas d'escarres, d'ulcere de jambe
et l'ulcére diabétique), ou bien des interventions chirurgicales. Ces lésions présentent des
origines diverses, avec des parametres non contrblés ne permettant pas une bonne

comparaison entre les différentes lésions.

Comme solution a ces problémes, des études de cicatrisations sont actuellement réalisées
par induction expérimentale des lésions cutanées plus controlées. Ces dernieres sont

induites en utilisant plusieurs modéles classés en trois groupes :
4-3-1 Modéles physiques

Principalement utilisé lors des prélevements des greffons de peau (derme et
épiderme), le rasoir a dermatome permet de régler la profondeur du prélevement. Cette
propriété est aussi exploitée dans les études de cicatrisation et réparation tissulaire de peau,
ce modele permet d'avoir une profondeur assez uniforme (Yamamoto., 2006). Il existe

d’autres modeles physiques, tel que les bralures par immersion dans une eau chauffée
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(90°/10s), sont utilisés comme modele d'étude de brilure thermique. Cependant cette
derniere peut varier selon différents facteurs tel que le temps d’application et la pression

exercée. Les bralures thermiques étudiées sont généralement du 2°™ degré.

Les brdlures sont des lésions causees par la chaleur excessive, 1’électricité,
radioactivité ou des agents corrosifs qui dénaturent les protéines dans les cellules cutanées.
Les brhlures suppriment certaines des fonctions homéostatiques majeurs de la peau,
notamment la thermorégulation, la protection contre les microorganismes et la
déshydratation (Tortora & Derrickson., 2007).

On distigue 3 classes selon leur gravité :
> BraQlures du premier degré

Atteignent uniquement 1’épiderme. Elles causent une douleur modérée et un
érythéme (rougeur), mais n’entrainent pas la formation de cloques. Les fonctions de la peau
restent intactes. En cas de brdlure premier degré, on peut limiter la douleur et les lésions en
appliquant immédiatement de 1’eau froide sur la zone touchée. La guérison prend
généralement de trois & six jours et peut s’accompagner de desquamation. Les coups de
soleil 1égers sont des brdlures du premier degré (Tortora et Derrickson., 2007, Marieb.,
2008).

» Bralures du deuxiéme degreé

Détruisent I’épiderme et une partie du derme. Elles suppriment partiellement les
fonctions de la peau et entrainent une rougeur, la formation de cloques, un cedéme et de la
douleur. La formation de cloques est due a I’accumulation de liquide tissulaire qui s’insére
entre I’épiderme et le derme. En 1’absence d’infection, ce genre de brhlure guérit
habituellement en trois ou quatre semaines, mais il peut laisser des cicatrices (Tortora &
Derrickson., 2007, Marieb., 2008).

» Brillures du troisieme degré

Détruisent I’épiderme, le derme et le fascia superficiel. Elles suppriment en outre la
plus part des fonctions de la peau. La couleur des lésions peu aller du blanc marbré a
I’acajou; dans certains cas, ces briilures ont un aspect sec et carbonisé. Elles causent un
cedeme considérable. La destruction des terminaisons nerveuses supprime les sensations
dans la région atteinte. (Tortora & Derrickson., 2007, Marieb., 2008).
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4-3-2 Modeéles chimiques
L'induction de Iésions chimiques est réalisée en grande partie pour reproduire des
cas accidentels, par exemple en utilisant I'acide chlorhydrique (Cavallini & Casati., 2004),

afin d'étudier la phase inflammatoire et de développer des traitements adéquats.
4-3-3 Etudes in vitro

La contraction des plaies, au cours de leurs réparations, est difficilement
appréciable, a partir de 13, la peau reconstruite est un bon modele d'étude (Laplante et al.,
2001). En effet le derme équivalent et la peau reconstruite présentent l'avantage d'avoir des
caractéristiques proches de la peau in vivo, et de permettre I'observation, ainsi que I'étude
des phénomenes qui se déroulent lors de la cicatrisation. Ainsi l'observation de la
réépithélialisation sur le modele de la peau reconstruite est plus appréciable, que sur le
modeéle in vivo. Dans ce dernier cas, l'observation est rendue difficile par la formation de la

crodte sur la plaie qui s'accompagne d'une contraction importante du derme.

Dans la grande majorité de ces études, les objectifs sont I'évaluation et l'estimation
de la cinétique de cicatrisation (vitesse), et les possibilités de I'améliorer par différents
moyens (molécules actives, des matériaux de substitution particulierement dans le cas des

grands brdlés).

Les études de la cicatrisation cutanée passe par deux phases, la premiere étant
Iinduction et le controle des lésions suivie d'une phase dévaluation et de suivi de la
cinétiqgue de ce phénoméne. Dans un premier temps le suivi est réalisé par simple

observation clinique, et peut étre compléter par des prélévements histologiques.
La cicatrisation peut étre évaluée par :

e Mesure directe des dimensions de la plaie a la régle, une largeur et longueur
(Vowden., 1994).

e L 'utilisation de calques transparents, permet le relevé du contour sur du papier
millimétré (Bohannon & Pfaller., 1983).

e Mesure du volume des plaies par un moulage au moyen d'une gomme siliconee
(Zahouani., 1992).

Cependant, Ces techniques présentent le méme inconvénient qui est le contact direct avec

la plaie, mais ¢a reste un outil trés utilisé pour 1’évaluation de la cicatrisation.

43



Matériel & Méthodes

I- Matériel végétal

La plante Cleome arabica a été récoltée a maturité dans la région de Biskra
(lieu dit El outaya) en avril 2011. L’identification était faite par Professeur Hocine
Laouer (LVRBN, Université de Ferhat Abbas, Sétif).

Le voucher spécimen n°CA1101 a été conservé dans 1’herbier du laboratoire
de pharmaco-toxicologie, institut National des sciences vétérinaires. Université des

fréres Mentouri, Constantine 1.

I11- Méthodes

Chapitre 1 : Caractérisation phytochimique

1- Rendement de I’extraction hydroalcoolique

Une extraction était faite par 1’ultrason de marque Fisher scientific (FB15046)
en utilisant de I’éthanol a 70% a température ambiante. La teneur en substances

extractibles par 1’éthanol est évaluée par la formule suivante :

SE Et-OH% = M2 X 100
M1

SE Et-OH%: Teneur en substance extractible par Ethanol
M1 : poids de I’extrait sec.
M2 : poids initial de I’échantillon.

2- Méthode d’extraction

Avant de procéder a I’extraction, le matériel végétal est broyé aprés séchage a
I’air libre et a I’obscurité. Le broyage était réalisé a 1’aide d’un broyeur (type Gulatti
MFC) qui tourne a vitesse de 1000 tr/min et équipé d’un tamis de maille de 0,85 mm
(80 mesh). La poudre ainsi obtenue est conservée dans un bocal en verre hermétique a

une température ambiante.
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La méthode d’extraction est faite selon le protocole de Laghari et al., (2013).
Pratiqguement, le matériel végétal séché et broyé est mis dans un bécher contenant une

solution hydroalcoolique a 70% d’éthanol avec un rapport de 1/5 (Masse/Volume).

L’extraction est réalisée dans une cuve a 1’ultrason pendant deux heures (2H) avec
une fréquence de 20 kHz. Elle est refaite trois fois avec renouvellement du solvant a
chaque fois. La solution ainsi obtenue est filtrée puis évaporée dans 1’évaporateur
rotatif (Buchi) a 45°C.

Les extraits obtenus sont pesés ensuite conservés a température - 4°C, a 1’abri de la

lumiere jusqu’a leur utilisation.

3- Screening et réactions chimiques

Les différentes réactions chimiques ont pour objectif de caractériser et
rechercher les principaux groupes et familles chimiques dans les différentes parties

graines, feuille, racine ainsi que 1’extrait de la partie aérienne.

Cette caractérisation chimique préliminaire se fait dans des tubes a essais en

utilisant différents protocoles avec plusieurs produits chimiques.

Les résultats qualitatifs sont classés en :

Réaction trés positive +++ : Présence confirmée ;
Réaction positive ++ : présence modérée ;

Réaction plus au moins positive + : présence en tant que trace ;

Y V VYV V

Réaction négative - : absence.

> Test des Alcaloides

Ce test est basé sur le phénoméne de précipitation avec un réactif spécifique
« le Dragendorff » qui est considéré comme révélateur des alcaloides. (Dohou et al.,
2003).

Dans des tubes a essai 5 ml de I’extrait sont introduits en ajoutant 2 ml d’HCI
et 1 ml de réactif de Dragendorff. La formation d’un précipité rouge ou orange

indique la présence des alcaloides dans 1’extrait.
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> Test des Flavonoides

Le test consiste a ajouter a 1ml d’extrait & une solution de NaOH et laisser agir
3 minutes. L’apparition d’une coloration jaune intense implique la présence des
flavonoides (Karumi et al., 2004). L’ajout de quelques gouttes d’une solution acide

diluée permet la persistance de la coloration.

»  Test des Tanins
Dans un tube a essai, 2ml de chaque extrait est ajouté au trichlorure de fer
(FeCl3) a 2%. Ce test permet de détecter la présence ou 1’absence des tannins.
L’apparition d’une couleur brune noir confirme la présence des tannins galliques
(tannins hydrolysables) et la couleur bleu verdatre pour la présence des tannins

catéchiques (ou tannins condenses). (Doh et al., 2003).

»  Test des Coumarines
Dans un tube a essai, 5ml de chaque extrait est ajouté a 0,5ml de NH,OH a
25%. La présence des coumarines est révélée par 1’observation de la fluorescence sous
une lampe UV a 366 nm.
Une fluorescence intense dans le tube dont I’ammoniaque a été ajouté indique

la présence des coumarines (Rizk., 1982).

»  Test des Saponines
La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’ecau a 1 ml de
I’extrait aqueux. Par la suite, cette solution est fortement agitée. Aprés 15 min de
repos.
La détection des saponines se traduit par la persistance d’une mousse d’au

moins 1 cm apres les 15 minutes. (Dohou et al., 2003, Koffi et al., 2009).

»  Test des Terpenoides
Ce test consiste a ajouter 2ml de CHCI;, 1ml d’anhydre acétique et 1 ml
d’acide sulfurique concentré a chaque extrait.
La présence des terpenoides est confirmée par I’apparition d’une coloration
violette. (Koffi et al., 2009).
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»  Test des Steroides
Les stéroides sont mis en évidence par dissoudre chaque extrait dans 1 ml de
chloroforme et ajouter 1 ml d’acide sulfurique concentré. Le test positif est révélé par

I’apparition d’une couche supérieure de couleur rouge (Trease & Evans., 1978).

4- Dosage spectrophotométrique

4-1 Dosage des phénols totaux

L’estimation quantitative exprimée en mg d’acide gallique est réalisée par la
méthode de Folin-Ciocalteu. (Li et al., 2007).

Dans un tube a essai, un volume de 200 pul de chaque extrait est ajouté a 1,5 ml
du réactif Folin Ciocalteu (dilué dix fois). Apres 5 minutes, 1,5 ml de Carbonate de
sodium (Na,CO3) a 5% est ajouté a la solution précédente.

L’absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 750 nm
apres deux heures dans 1’obscurité, et la concentration des phénols totaux est estimée
a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec de I’acide gallique (0-100pug /ml).

L’équation de régression déduite de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
permet de déterminer la teneur en phénols totaux exprimée en milligramme équivalent

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

4- 2 Estimation quantitative des flavonoides

Les flavonoides sont considérés comme une importante classe des polyphénols
et vue la richesse des plantes en ces molécules, leur teneur est estimée dans les

graines, feuilles et racine de Cleome arabica.

L’application de la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) (Bahorun et al.,
1996) est fréquemment utilisée pour estimer la teneur des flavonoides dans les extraits
des différentes parties de la plante.

Le protocole consiste a mettre dans un tube a essai 1ml de chaque extrait (avec
dilution convenable), puis 1ml d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol) a été
ajouté. Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a une longueur d’onde de
430nm.
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La courbe d’étalonnage des flavonoides est effectuée en utilisant la Rutine a une
concentration allant de 0 a 100 pg/ml. La quantité des flavonoides dans chaque extrait
est déterminée suite a 1’équation de régression linéaire déduite a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimée en milligramme équivalent de rutine par gramme d’extrait

(mg ER/g extrait).

4-3 Dosage des tannins condensés (proanthocyanidins)

Cette méthode de détermination du taux des proanthocyanidines a été proposée
par Vermerris & Nicholson., (2008).

La méthode est basee sur le mélange butanol/HCI. Un volume de 250ul de
chaque extrait a été melangé avec 2,5 ml d'une solution d’acide de sulfate ferreux
(77mg de sulfate d'ammonium ferrique : Fe,(SO,)s dissous dans 500 ml de (3:2 n-
butanol: HCI). Aprés incubation a 95°C pendant 50 minutes, lI'absorbance a été
mesurée a 550nm. La teneur en Proanthocyanidine a été calculée selon la formule

suivante :

Assonm X DFE X MW

(*D

DF :est le facteur de dilution
MW : la masse moléculaire de la cyanuration (287g/mol)

€ ' le coefficient d'extinction moléculaire (34700 I/mol/cm).
Les proanthocyanidines ont été exprimées en mg de cyanidine équivalent / g d’extrait.

5- Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC/DAD/MS)

Les extraits des feuilles, des graines et des racines de C. arabica ssp arabica
ont été analysés selon le protocole de Martins et ses collaborateurs (2016), a l'aide
d'un HPLC Hewlett-Packard 1100 (Hewlett-Packard 1100, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, US) avec une pompe quaternaire et un détecteur de rayon diode
(DAD) couplé a une station HP Chem (Rev. A.05.04) de traitement de données. Une
colonne Waters Spherisorb S3 ODS-2C18, (150 mm x 4,6 mm x 3 um) thermostatée a

35° C a été utilisée avec un volume d'injection égal a 100 pL.
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L’éluant utilisé est composé de : (A) 0,1% d'acide formique dans l'eau, (B)
I'acétonitrile. Le gradient d'élution utilisé est de 15% B pendant 5 min, 15 a 20% B
pendant 5 min, 20-25% B en 10 min, 25-35% B en 10 min, 35-50% B pendant 10

minutes et Rééquilibrage de la colonne, en utilisant un débit de 0,5 ml / min.

Une double détection en ligne a été effectuée dans la DAD en utilisant 280 et
370 nm. Le spectromeétre de masse (MS) connecté au systéme HPLC via la sortie de la
cellule DAD.

La détection MS a été effectuée dans un API 3200 Qtrap (Applied Biosystems,
Darmstadt, Allemagne) équipé d'une source ESI et d'un analyseur de masse triple
quadripdle-iontrap contrdlé par le logiciel Analyst 5.1. L'air de qualité zéro servait de
gaz nébuliseur (30 psi) et le gaz turbo pour le séchage par solvant (400 °C, 40 psi).

L'azote servait de rideau (20 psi) et de gaz de collision (moyen).

Les quadrupoles ont été définis dans une résolution définie. La tension de
pulvérisation ionique a été réglée a 4500 V en mode negatif. Le détecteur MS a été
programmé pour l'enregistrement en deux modes consécutifs : analyse de la MS
(EMS) et de I'analyse de I'ion produit (EPI).

L’analyse de la masse a été utilisée pour montrer les spectres de balayage

complets, afin d'obtenir un apercu de tous les ions dans I'échantillon.

Les parametres utilisés étaient : potentiel de déploiement (DP) - 450 V,
potentiel d'entrée (EP) -6 V, énergie de collision (CE) -10 V. Le mode EPI a été
effectué afin d'obtenir le motif de fragmentation de I'ion (S) parent (s) dans le spectre
précedent en suivant les parametres : DP - 50 V, EP - 6 V, CE - 25 V et propagation
de I'énergie de collision (CES) 0 V. Les spectres ont été enregistrés en mode ion
négatif entre m/z 100 et 1000.

Les composeés phénoliques ont été identifiés en comparant leur temps de
rétention (Tr), les spectres UV-VIS et les spectres de masse avec ceux obtenus a partir
des composés standards, lorsqu'ils sont disponibles. Dans le cas contraire, les
composés ont été identifiés provisoirement en comparant l'information obtenue avec

les données disponibles rapportées dans la littérature.

Pour une analyse quantitative, une courbe d'étalonnage pour chaque composé

phenolique disponible a été construite en fonction du signal UV.
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Pour les composés phénoliques identifiés pour lesquels le standard commercial
n'était pas disponible, la quantification a été effectuée par la courbe d'étalonnage d'un
autre composé a partir du méme groupe phénolique. Les résultats ont été exprimés en

mg par g d'extrait sec. Tableau 9 illustre les standards utilisés.

Tab 9: Les standards et leurs courbes d’étalonnage.

Standards Courbe d’étalonnage
Catechine y=134,92x+32,987; R°=0.999
acide p-Hydroxybenzoique y= 286,67x+347,98; R°= 0.998
acide Ferulique y=525,36x+233,82; R°=0.999
acide p-coumarique y=706,09x+1228,1; R°=0.999
acide Sinapique y=270,42x+62,292; R*=0.999
acide Vanillique y=394,49x+423,86; R°=0.998
acide Gallique y=365,2x -38,923; R’=0.999
acide caffeique y=359x+488,4; R?=0.997
apigenine-6-C-glucoside y=179,52x+116,83; R°=0.999
Kaempferol 3-rutinoside y=182,94x+96,644; R°=0.999
Quercetine 3-glucoside y=336,36x+358,06; R°= 0.998
Kaempferol 3-glucoside y=236,33x+70,006; R’=1
Isorhamentine 3-glucoside y=218,26x-0,98; R=1
Isorhamentine 3-rutinoside y=284,12x+67,055; R*=0.999
Quercetine -3-rutinoside y=280,87x+373,73; R°=0.998

Chapitre 2 : Activités biologiques
1- Activités antioxydantes

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable
traduisant la capacité antioxydante. En effet, pour juger I’effet antioxydant global
d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire, 1’utilisation de plusieurs tests

d’activité est nécessaire (Cao & Prior., 1998).
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1-1 Test antioxydant DPPH

Cette activité est évaluée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH

(figure 14), qui est un radical libre stable de forme synthétique.

NO,

NO,

Fig 14: La formule du DPPH.

L’utilisation de ce radical permet I’évaluation de 1’activité antioxydante de
nombreux composés y compris les métabolites secondaires. La premiére étape de la
réaction est la capture d’un atome d’hydrogéne du composé phénolique par le radical

DPPH, pour donner du diphénylpicrylhydrazine et un radical phénoxy (figure 15).

Cette étape est la premicre d’une série de réactions telles que des
fragmentations, additions ou autres qui peuvent éventuellement influencer les résultats
obtenus, notamment les cinétiques de la capture du DPPH par le composé testé
(Chaabi., 2008).

OH o)
NO, NO,
N—N NO, + s N—l;l NO, +
@ NO, : NO;
DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

Fig 15: Réaction du radical DPPH avec un phénol.
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L’utilisation du DPPH présente plusieurs avantages :
» Il forme un spectre caracteristique et facile a détecter.
» Il est stable au cours du temps.

> 1l est compatible avec tous les solvants utilises.

Le piegeage du radical DPPH se traduit par le changement de la couleur de la
solution « violet » a une couleur « jaune », ce qui permet de suivre la décoloration a
une longueur d’onde de 517nm (Chaabi., 2008).

Le protocole suivi est celui de Braho et al., (2013), ou I’activité antioxydante
des extraits éthanoliques des feuilles, graines, et racines était évaluée en prenant 2 ml
de chaque extrait a une concentration égal & Img/ml (a partir de la quelle une gamme
de concentration allant de Img/ml jusqu’a 0,1mg/ml) ajouté a 2 ml de la solution
DPPH (0,03944g/l).

L’acide ascorbique était utilisé comme un standard positif. Toutes les

expériences ont été répétées 3 fois.

L'absorbance a été mesurée par un spectrophotometre a 517 nm apres 30 min
d’incubation dans l'obscurité a température ambiante. L’activité antiradicalaire est

estimée selon I’équation suivante :

% d’activité antioxydante = [(Abs controle - Abs échantillon)/Abs contréle] x100.

La valeur d’IC 50 a été déduite a partir des résultats obtenus, dont 50% de
radicaux libres ont été piégés. Une faible valeur de I’IC50 indique une forte capacité

a neutraliser le radical libre DPPH.

1-2 Test antioxydant de molybdate

La méthode de phosphomolybdate est basee sur la réduction de molybdene par
les antioxydants non enzymatiques ce qui entraine la formation d'un complexe de
molybdéne vert (Sudha et al., 2011).

Un volume de 0,1 ml de chaque extrait éthanolique (feuilles, graines et
racines) a été ajouté a 1 ml d'une solution contenant (0,6 M acide sulfirique,

phosphate de sodium 28 mM et 4 mM de molybdate d'ammonium).
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Tous les tubes ont été bien fermés et incubé & 90°C pendant 90 min.
Aprés incubation et refroidissement, I'absorbance a été lue & 695nm contre un blanc.

L'acide ascorbique a été utilisé comme un contrdle positif et les résultats sont
exprimés en équivalent dacide galligue mg par gramme dextrait (mg EAG/g

d’extrait). Toutes les expériences ont été répétées 3 fois.

1-3 Test du pouvoir réducteur FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité du plasma a réduire
le fer ferrique (Fe®+) en fer ferreux (Fe*+). En effet le Fe*+ participe  la formation du
radical hydroxyle par la réaction de Fenton. Le Fe?+ & un pH faible forme un
complexe avec la 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue qui a

une absorption maximale a 594 nm.

Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un pouvoir réducteur qui
détermine la capacité d’un composé a se comporter comme un antioxydant. Les
valeurs sont obtenues sont comparées avec 1’absorbance d’un témoin qui est 1’acide

ascorbique usuellement (Benzie & Strain., 1996, Pulido., 2000).

Le pouvoir réducteur de I'extrait des feuilles, des graines et les racines a été

déterminé selon le protocole de Amarowicz et al., (2010).

Un volume de 1 ml de chaque extrait dissous dans de I'eau désionisée a été
ajouté a 2,5 ml de tampon phosphate (pH 6,6) et 2 ml de ferricyanure de potassium
(1%). Apres 20 min a 50 ° C, un volume de 2,5 ml d'acide trichloroacétique (10%) a
été ajouté au mélange et centrifugé pendant 10 min a 3000Tr / min. Un volume de
2,5ml de la couche supérieure (surnageant) a été mélangé avec 2,5ml d'eau désionisée
et 0,5 ml de (0,1%) de solution de chlorure ferrique (FeCls).

L'absorbance a été mesurée a 700 nm, dont I'absorbance la plus élevée indique
le pouvoir réducteur le plus important. Toutes les expériences ont été répétées en

triple, et les valeurs de I’'IC50 ont été calculées a partir de I'absorbance graphique.
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2- Activités Pharmacologiques et Toxicologique

Les animaux utilisés dans I’expérimentation sont soit des rats albinos ou les
lapins de sexe male. Les conditions de vie étaient les mémes pour toutes les activités,

et qui sont mentionnées ci-dessous :
> Lesrats

Les rats males Albinos, de la souche Wistar, proviennent de I’Institut Pasteur
d’Alger, pesant entre 100 et 300g.

L’¢levage a été effectué¢ dans le laboratoire de la Pharmacologie et Toxicologie a
Université de constantinel, avec un cycle photopériodique naturel. La température
dans le laboratoire est 20 + 1°C.

Les animaux sont logés, dans des cages d’aluminium chacun porte 4 animaux,
avec un acces libre a la nourriture et a I’eau. La litiére utilisée est la sciure, renouvelée

trois fois par semaine pour assurer le bon état hygiénique des animaux.

» Les lapins

Des lapins males, agés de 2 a 3 mois et pesant 1,5 a 1,9 Kg, ont été utilisés dans
cette étude. Ces animaux ont été fournis par une ferme délevage de la ville de
Constantine.

Ils sont gardés a l'animalerie de I'Université pendant au moins une semaine avant
I'expérience, dans des cages individuelles. La nourriture et I'eau ont été fournis ad
libitum et le cycle lumiére-obscurité était de 12 heures, avec une température de 22 +
2 ° C et une humidité relative de 60 %.

Toutes les procedures expérimentales adoptées étaient en conformité avec les

directives internationales pour la protection des animaux.

2- 1 Toxicité aigue

2-1-1 Administration par voie orale (per Os)

Les rats males Wistar albinos adultes, pesant entre 100 et 250 g, ont été répartis en

Cing groupes experimentaux renfermant chacun 06 rats :

e Un groupe d’animaux témoins.

e Quatre groupes d’animaux traités.
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Chaque lot recoit une dose unique de I’extrait. Les animaux sont placés dans des
cages spéciales quelques jours avant I’expérience.

Apreés avoir soumis les animaux a jeun pendant 24 heures, un volume de 1ml des
différentes solutions est administré par gavage a 1’aide d’une sonde rigide a bout

olivaire (figure 16). La dose administrée est exprimée en mg/kg de poids corporel.

Fig 16: Administration de I’extrait par la sonde.

Pour ce test, des lots de rats recoivent per os des doses croissantes du produit a
tester. Cette procédure permet de déterminer la plus forte des faibles doses qui donne
0% de mortalité et la plus faible des fortes doses qui donne 100 % de mortalité.

Des dilutions sont effectuées entre ces deux valeurs extrémes afin de

déterminer la dose létale 50 %.

Aprés ’administration de 1’extrait reconstitué dans I’eau distillée aux doses de 500,
2500, 5000 et 10000 mg/Kg et I’eau distillée seule pour le lot témoin, les animaux
sont observes toutes les 30 minutes pendant 8 heures le premier jour et tous les jours
pendant 14 jours a la recherche d’éventuels signes de toxicité retardée (Osorio
Esquivel etal., 2012) . Ils ont aussi été pesés pour suivre 1’évolution de leur poids.

Pendant cette période d’observation, on note le nombre de morts ainsi que les troubles
symptomatiques. Aprés dissection, les organes (rein, rate, foie, poumons et coeur) sont
observés macroscopiquement in-situ, prélevés, débarrassés de l'excés de graisse,

séches avec du papier filtre et peses.
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Les organes prélevés (rein, rate, foie, poumon et coeur) sont conserves dans

une solution de formol & 10% pour des études anatomopathologiques.

2-1-2 Administration par voie intrapéritonéale (IP)

Pour permettre une meilleure biodisponibilité du principe actif, le test de
toxicité aiglie a été réalisé par injection intrapéritonéale de 1’extrait hydroalcoolique
de C. arabica a un groupe de 24 rats albinos de poids allant de 100 et 250 g, élevés a
I’animalerie du laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie de I’institut des sciences
vétérinaires, université des freres Mentouri, Constantinel.

Les animaux ont été répartis en 4 lots, de six rats chacun et mis a jeun pendant
24 heures. Ces groupes ont recu par voie intrapéritonéale les extraits reconstitués dans
de I’eau distillée des doses de 750 et 1500 et 3000mg/kg de poids corporel et de 1’cau
distillée pour le lot témoin (figure 17).

Fig 17: Administration de I’extrait par voie intrapéritonéale (IP).

Les rats ont été ensuite observés durant les deux premieres heures suivant

I’administration des extraits. Puis, ils ont recu I’eau et 1’alimentation ad libitum.

L’observation des animaux s’est poursuivie pendant 14 jours a la recherche

d’éventuels signes de toxicité retardée.
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Le dénombrement de morts ainsi que les troubles symptomatiques sont notés

jusqu’au 14°™jour apres I’administration des extraits (Nene Bl et al., 2008).

La dose létale DL50 d’un extrait égale a la dose qui entraine la mort de 50% de

I’effectif des rats d’un lot.

La DL50 est déterminée par la méthode graphique de Miller & Tainter.,
(1944). La valeur de la DL50 permet de classer les extraits étudiés sur I'échelle de
toxicité proposée en 1980 par Hodge et Sterner chez le rat ou la souris (Hodge &
Sterner., 1943) :

» Extrémement toxique : DL50 < 1 mg/kg P.c ;

Tres toxique : DL50 de 1 a 50 mg/kg P.c ;

Moyennement toxique : DL50 de 50 a 500 mg/g P.c ;
Faiblement toxique : DL50 de 500 a 5000 mg/kg p.c ;
Pratiquement non toxique : DL50 de 5000 a 15000 mg/kg P.c ;
Relativement sans danger : DL50 > 15000 mg/kg P.c.

YV V. V VYV V

2- 2 Toxicité larvicide sur les larves Artemia salina

» Préparation des Artemia

Les ceufs d’Artemia salina ont servit a la réalisation du test. Pour cela, il faut
préparer 2g d’ceufs, ils sont mis a éclore dans une cuve contenant 1 litre d'eau

de mer reconstitué a 70% sous oxygeénation.

Remarque : la préparation s'effectue la veille, I'éclosion étant supérieure a 80% en 24

heures.

» Paramétres de culture
e Température : il est préférable de la maintenir entre 25 et 30°C ; si ce paramétre
n'est pas respecté le métabolisme du cyste est stoppé de facon irréversible.
e Salinité : favorable entre 20 et 25 g/l.
e Aération : permet d'homogénéiser le milieu et de favoriser I'éclosion.
e Eclairage : une lumiéere artificielle continue favorise un meilleur rendement.

(Genevieve & Caporalino-Djian., 1994).
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» Eclosion des nauplii

Au bout de 30 heures, le bullage est stoppé pour récolter les nauplii. Une
source lumineuse est dirigée vers le bas de la cuve. Par phototropisme, les larves se
séparent des ceufs non éclos et des débris d'ceufs. Il suffit alors de les recueillir pour

procéder & la réalisation des tests (figure 18).

Fig 18: Culture des larves d’Artemia salina.

» Préparation des extraits

Les extraits hydroalcooliques secs des feuilles, graine, racine et partie aérienne
de C. arabica sont pesés avec précision et dilués dans I’ecau de mer reconstituée afin

de réaliser les différentes concentrations.

Chaque extrait est testé aux concentrations : 100, 250, 500 et 1000 pg/ml, pour

la réalisation de ce test, des plaques de 24 puits ont été utilisées (figure 19).

La solution d'extrait a tester est ajoutée dans les puits contenant les larves. A l'aide
d'une pipette Pasteur, dix larves sont transférées dans chaque puits. Le volume est

ensuite ajusté a 3ml avec de I'eau de mer reconstituée a 70%.

Une série de puits de témoins positifs est réalisée aux concentrations
suivantes : 100, 250, 500 et 1000ug/ml avec le sulfate de cuivre, et des puits de
témoins négatifs réalisés avec 1’eau de mer. Les préparations sont ensuite laissées 24

heures.

Trois répétitions ont été réalisées pour chaque dilution et les témoins.
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Fig 19: Plaque de 24 puits contenant les larves et des différents extraits.

> Lecture des résultats

Apres 24 heures et ensuite 48 heures, le nombre de larves survivantes est compté dans

chaque puits et la mortalité calculée a chaque concentration (figure 20).

Fig 20: Les larves sous microscope.

Le pourcentage de mortalité chez les témoins est évalué en utilisant la formule :

% m = NLm / (NLtotal - NNy)

%m : Pourcentage de mortalite.
NLm : Nombre de larves mortes.
NL total : Nombre de larves total.
NNy : Nombre de nymphes.
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Le test est considéré valide si le pourcentage de mortalité chez les témoins est
inférieur a 5% ou compris entre 5% et 20%.

e Si le pourcentage de mortalité chez les témoins est compris entre 5% et 20%,
la mortalité apres exposition doit étre corrigée en utilisant la formule d'Abbott
(OMS., 2004).

e Si la mortalité chez les témoins excede 20 %, le test est invalide et doit étre

recommence.

% Mortalité corrigée = (% Mort.Observée - % Mort. Témoin/100 - %
Mort. Témoin) x100

A partir des résultats, la concentration létale 50% (CL50) reflétant la toxicité des

produits, est estimée (tableau 10) :

Tab 10: Estimation de la toxicité.

CL50 Toxicite
CL50 >1000pg/ml -
1000pg/ml> CL50 > 500pg/ml +
500pg/ml > CL50 > 250pg/ml ++
250pg/ml > CL50 > 100pg/ml +++

2- 3 Etude de I’effet hémolytique des extraits de Cleome arabica

Ce test d’effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la méthode de

Guo-Xiang & Zai-Qun., (2008) avec une légere modification.

Des échantillons de sang des lapins ont été recueillis dans des tubes héparines.
Apreés centrifugation a 1500 rpm pendant 5 min, le surnageant est éliminé, le culot est
lavé trois fois par une solution tampon phosphate salin PBS (125 mM NaCl ,10mM de
diphosphate de sodium, pH 7.4), la derniere centrifugation dure 10 min. Le culot

cellulaire obtenu est dilué avec la solution PBS pour obtenir un hématocrite de 2%.

60



Matériel & Méthodes

Les extraits hydroalcooliques des quatre parties (feuille, graine, partie aérienne et
racine) de C. arabica sont dilués dans du tampon phosphate salin pour obtenir les

différentes concentrations 20, 10, 5 et Img/ml.

Dans chaque tube 1m d’extrait a différentes concentrations ; 2,5ml de tampon
phosphate salin (PBS) et 3,5 ml de la suspension érythrocytaire préparée sont ajoutés.
On mélange les tubes délicatement et on les laisser dans un incubateur agitateur a
37°C durant 60 min.

La lecture de I’absorbance de chaque tube est effectuée a 630nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV- Visible apres leur centrifugation a 1500 tour/minute durant 5

min contre un blanc contenant du PBS.

Un tube témoin négatif est préparé dans les mémes démarches expérimentales. 1l est
composé de la suspension érythrocytaire et de la solution tampon de PBS, en absence

d’extrait. Un tube d’hémolyse totale contient la suspension érythrocytaire et Saponine.

L’expérience est répétee trois fois, et le taux d’hémolyse des différents extraits est

calculé en pourcentage (%) par rapport a I’hémolyse totale selon la formule suivante :

Taux d’hémolyse (%) = [(Abs de I’extrait — Abs de témoin négatif) /Abs
hémolyse totale] X 100

2- 4 Détermination de I’activité antalgique
2-4-1 Test de tail flick

Une heure apres 1’administration orale de 1’extrait hydroalcoolique de la partie
aérienne de Cleome arabica, la queue de chaque animale est placé dans de l'eau
chaude maintenue a 55°C. Le temps que met I'animal pour retirer sa queue est mesuré

et considérée comme temps de réaction. (Al-Sobarry et al., 2013).

Le gavage a été fait a ’aide d’une sonde gastrique, dont chaque des lots recoit

comme suit ;

Lot 1 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de

250mg/kg de poids corporel.
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Lot 2 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de
500mg/kg, de poids corporel.

Lot 3 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de

1000 mg/kg, de poids corporel.
Lot témoin : de I’eau distillée a raison de 1 ml/Kg de poids corporel.

Lot de référence : un analgésique utilisé en thérapeutique 1’ Acide acétylsalicylique a
la dose de 100 mg/ kg de poids corporel.

2-4-2 Test de la plaque chauffante

Ce test consiste a déposer le rat sur une plaque chauffante réglée a 55°C, une
heure apres I’administration de 1’extrait a différentes doses pour les lots traités, I’eau
distillée pour le lot témoin, et 1’acide acetylsalicylique pour le lot de référence. Le
chronometre est déclencheé des que les pattes de rat touchent la plaque.

Les seules réponses a considérer chez le rat sont le Iéchage des pattes, les sauts
réalisés par le rat sur la plaque et ses réactions a vouloir quitter la plaque chauffante.

D’autres types de comportements ne sont pas pris en compte.

Le temps de réaction est mesuré au moment ou le rat est maintenu sur la

plaque chauffante pendant une durée de 30 seconds maximums.

Ces temps de réaction des animaux traités sont comparés a ceux des rats ayant regu

uniquement de l'eau distillée (Vaz et al., 1996, Le Bars et al., 2001).
Les lots sont répartit comme suit :

Lot 1 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de

250mg/kg de poids corporel.

Lot 2 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de
500mg/kg, de poids corporel.

Lot 3 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de Cleome arabica, a la dose de

1000 mg/kg, de poids corporel.
Lot témoin : de I’eau distillée a raison de 1 ml/Kg de poids corporel.

Lot de référence : un analgésique utilisé en thérapeutique 1’ Acide acétylsalicylique a

la dose de 100 mg / kg de poids corporel.
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2-4-3 Test de torsion

Les expériences ont été réalisées sur un modele de douleur induit par I’acide

acetique chez des rats mis a jeun 15 heures avant I’expérimentation.

L’injection intrapéritonéale d’acide acétique a 1% chez le rat provoque un
syndrome douloureux qui se manifeste par des contorsions caractéristiques avec

étirement des pattes postérieures et de la musculature dorso-ventrale.

Le nombre d’étirements est comptabilisé 15 minutes apres injection de 1’acide

acétique (Sy et al., 2009).

Le gavage a ¢té fait a 1’aide d’une sonde gastrique, dont chaqu’un des lots regoit

comme suit :
Lot témoin : de I’eau distillée a raison de 1 ml/Kg de poids corporel ;

Lot 1 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica, & la dose de

250mg/kg, per os ;

Lot 2 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica, a la dose de
500mg/kg, per os ;

Lot 3 : I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica, a la dose de 1000

mg/Kkg, per 0s;

Lot 4 (référence) : un analgésique utilisé en thérapeutique 1’ Acide acetyl salicylique
a la dose de 100 mg/ kg, per os.

Une heure apres le gavage, une solution d’acide acétique a 1%, est injectée par voie
intra-péritonéale aux rats et le nombre de contorsions (NC) pour chaque rat a été

compté, sur une durée de 15 minutes.

Les moyennes de contorsions dans les groupes traités ont été comparées au groupe
témoin, et le pourcentage d’inhibition (PI) de la douleur a été obtenu a partir de la

formule suivante :

NCTe-NCTr

Pl % = x 100

NCTe
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Avec :
NCTe : nombre moyen des contorsions dans le lot témoin.

NCTr : nombre moyen des contorsions dans le lot traité.

2- 5 Effet de la cicatrisation chez le lapin
2-5-1 Essais sur les plaies de bralures thermiques

Les lapins utilisés pour ce test sont anesthésiés par 50 mg/kg de chlorhydrate
de kétamine aprés une tranquillisation par voie intramusculaire, avec 5 mg/kg de
diazépam sur le lieu de I’expérimentation.

Le dos de l'animal a été rase et épilé, ensuite, une brilure a été faite en mettant
une plaque métallique chauffée a 170°C sur la zone préparée pendant 10s. Apres
250mg des extraits d'essai a €té appliqués par voie topique sur la zone brdlée une fois
par jour. (Farnood-Shokouhi et al., 2012).

La zone brdlée a été mesurée immédiatement aprés la brdlure et chaque 3 jour

jusqu'a ce que 1’épithélialisation compléte ait eu lieu a I’aide d’un pied a coulisse.
Plaie 1 : n’a regu aucun traitement et a servi de témoin.

Plaie 2 : a recu un traitement avec cicatryl® créme a raison de 250 mg.

Plaie 3 : a regu I’extrait hydroalcoolique de C. arabica a la dose de 250 mg.

Le degré de cicatrisation de la plaie a été calculé selon la formule suivante :

Degré de cicatrisation de la plaie (%) =

Taille de la plaie initiale - taille de la plaie du jour spécifique

% = X 100
Taille de la plaie initiale
2-5-2 Essais sur les plaies d’excision

Les propriétés cicatrisantes sont testées sur des plaies d’excision sur le dos des
lapins. Ces derniers sont anesthésiés par 50mg/kg de chlorhydrate de kétamine apres
une tranquillisation par voie intramusculaire, avec 5 mg/kg de diazépam sur le lieu de

I’excision.
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Un lambeau de peau d’environ 17mm est excisé (Bensegueni et al., 2007). Les lapins

sont répartis en 4 lots :
Lot 1 : aucun traitement et serviront de témoin négatif.
Lot 2 : traité par cicatryl® créme & raison de 250 mg.

Lot 3 : traité par ’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica a la dose
de 250mg.

Les applications sont faites a raison d’une fois par jour pendant neuf jours. Les

plaies ne sont pas protégées par un pansement.

Une étude planimétrique est mise en ceuvre pour évaluer I’activité cicatrisante
des extraits de Cleome arabica. Les diamétres des plaies d’excision des différents lots

sont mesurés tous les trois jours.

Analyse statistique
Le logiciel EXCELSTAT 2014 a eté utilisé pour toutes les analyses

statistiques.
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1- Rendement de I’extraction par I’éthanol

Le rendement de I’extraction hydroalcoolique a été calculé pour les 3

différentes parties de C. arabica : feuille, graine et racine (tableau 11).

Tab 11: Rendement de I’extraction hydroalcoolique.

Partie de plante Rendement (g/100g) *

Feuille 13,33+1,33
Graine 12,86 £ 0,19
Racine 5,53+0,15

* valeur exprimée en moyenne £ ET (n=3)

Les résultats obtenus montrent que les feuilles présentent le taux en matiére
extractible le plus important et qui est de 13,33 + 1,33 g/100g matiére seche (m/m).
Un rendement de 12,86 + 0,19 et 5,53 £ 0,15 g /100g matiere seche pour les graines et

les racines respectivement.

2- Screening phytochimique

Les tests de caractérisation réalisés sur les différents extraits hydroalcoolique

des feuilles, graines, et racines ont donné les résultats illustrés dans le tableau 12.

Tab 12: profil phytochimiques des différents extraits de C. arabica.

Métabolites secondaires Feuille Graine Racine
Alkaloides +++ - -
Flavonoides +++ ++ +
Saponines +++ + +
Tannins +++ ++ +
Stéroides +++ ++ ++
Triterpenes +++ ++ +
Coumarines +++ ++ +

+++ : Présence confirmée ; ++ : présence modérée ; + : présence en tant que trace ;
- . absence.
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Les résultats présentés dans le tableau 13 montrent une richesse relative en
métabolites secondaires analysés de 1’extrait des feuilles par rapport aux extraits des
graines et racines.

L’extrait hydroalcoolique des feuilles, révele la présence des alcaloides,
flavonoides, saponines, triterpénes, tannins, stéroides et coumarines.

L’analyse des graines montre une absence des alcaloides mais une présence
plus au moins importante en flavonoides, saponines, triterpénes, stéroides et
coumarine par rapport aux feuilles.

L’examen des racines montre notamment 1’absence des alcaloides et une

présence modeste des autres groupes de métabolites.

Nos résultats phytochimiques de C.arabica confortent avec les travaux
précédents notamment concernant la présence des flavonoides dans les parties
aériennes (Sharaf et al., 1997, Intan et al., 2005 et Touil & Rhouati., 1998). Les
stéroides (Harraz et al., 1995), et les alcaloides (Djeridane et al., 2010, Takhi et al.,
2011).

3- Dosage spectrophotometrique

Les résultats du dosage des phénols totaux, flavonoides, et proanthocyanidines

dans les différentes parties de la plante C. arabica sont illustré dans le tableau 13.

L’estimation du contenu en phénols totaux des différentes parties de
C. arabica a été faite par rapport a I’acide gallique. La courbe d’étalonnage est
illustrée dans la figure 21, et la teneur en phénols totaux est exprimée en mg

équivalent acide gallique (EAG) par g d’extrait sec.
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Teneur en phénols totaux

Absobance
o
(9]
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0,3 y =10,14x
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Concentration d'acide gallique mg/ml

Fig 21: Courbe d’étalonnage des acides phénols totaux

L’¢évaluation des contenus en flavonoides dans les différents extraits de
C. arabica a été realisée par rapport a la rutine. La courbe d’étalonnage est illustrée
dans la figure 22, et la teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent rutine par

g d’extrait sec.

Quantification des flavonoides

14 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T 1

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

y = 20,25x
R>=0,990

Absorbance

Concentration de la Rutine mg/ml

Fig 22: Courbe d’étalonnage des Flavonoides.

La méthode décrite par Vermerris & Nicholson., (2006) a permis de quantifier
les proanthocyanindines dans les différents extraits hydroalcooliques en utilisant
I’équation mentionnée précédemment dans le protocole. Les teneurs en

proanthocyanidines sont exprimés en mg équivalent cyanidine par g d’extrait sec.
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Les résultats du dosage des phénols totaux, flavonoides et proanthocyanidines des les

extraits des feuilles, graines et racines figurent dans le tableau 13.

Tab 13: Quantification des phénols totaux, flavonoides, et proanthocyanidines.

Extrait Phenols totaux Flavonoides Proanthocyanidines
A*(mg EAG/g d’ext) | B'(mg ER /g d’ext) | ©"(mg EC/g d’ext)
Feuille 35,17 £ 0,01 11,35+ 0,01 515+0,01
Graine 28,86 £ 0,01 531+0,01 7,77 £ 0,02
Racine 14,53 £ 0,01 2,91+£0,01 4,49 £ 0,01

A: Polyphenols exprimés en mg equivalent acide gallique /g d’extrait; B: Flavonoides
exprimeés en mg equivalent Rutine/g d’extrait; C: Proanthocyanidines exprimés en mg
cyanidine/g d’extrait; *: valeurs exprimées en moyennes + Ecartype (n=3).

L’estimation quantitative des différents extraits hydroalcooliques des feuilles,
graines, et racines de C. arabica réveéle que I’extrait des feuilles présente la quantité la
plus importante en phénols totaux et aussi en flavonoides (35,17 £ 0,01 mg EAG/g
d’extrait, et 11,35 £ 0,0lmg ER/g d’extrait) avec une quantité plus au moins modérée

en proanthocyanidines (5,15+ 0,01 mg EC/g d’éxtrait).

Le taux estimé des proanthocyanidines dans 1’extrait des graines est plus élevé (7,77x
0,02 mg EC/g d’extrait) en le comparant avec 1’extrait des feuilles et des racines alors
que le taux des phenols totaux et flavonoides sont estimés a 28,86+0,01 mg EAG/g

d’extrait, et 5,31+0,01lmg ER/g d’extrait respectivement.

L’extrait des racines révele les quantités les plus faibles en phénols totaux,
flavonoides et aussi proanthocyanidines avec des taux égales a 14,53 + 0,01 mg
EAG/g d’extrait, 2,91 + 0,0lmg ER/g d’extrait, et 4,49 + 0,0lmg EC/g d’extrait

respectivement.

Quelques travaux ont été faits sur la plante C.arabica, citant; Djeridane et ses
collaborateurs (2010) qui rapportent que le dosage des phenols totaux et des

flavonoides sont estimé a 2,17 et 1,35 mg/g de matiére séche.

L’¢tude de Takhi et al., 2011 estime que les phénols totaux sont égales a
191,20mg/100g des feuilles de C. arabica.
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Tigrine et al., 2013 rapportent que 1’estimation des phenols totaux et des flavonoides
dans I’extrait des feuilles de C.arabica est de 322,1 + 3,44 mg EAG/g d’extrait et
245,6 + 4,67 mg EQ/g d’extrait respectivement.

Nos résultats estimés en mg/100g de matiére seche des feuilles sont en accords avec
les travaux de Tigrine et al., 2013. (Taux en PT = 468,81 mg/100g, taux en
flavonoides = 151,29 mg/100g).

4- Analyse HPLC/DAD/MS

L’analyse par HPLC/DAD/MS a permis d’identifier et quantifier les acides
phénols et les flavonoides des trois extraits (Feuille, graine et racine).

Les extraits ont été analysés dans deux longueurs d’ondes différentes a 280 nm
pour I’identification des acides phénols et a 370 nm pour [’identification des

flavonoides.

Les résultats de 1’analyse qualitative et quantitative effectuée par
HPLC/DAD/MS des trois extraits hydroalcoolique (feuilles, graines, et racines) sont
présentés dans les tableaux (14, 15, 16). Les spectres chromatographiques & 280 nm et
370 nm respectifs sont illustrés dans les figures (23, 24, 25, 26, 27, 28).
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Fig 23: Chromatogramme de I’extrait des feuilles a 280 nm.
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Fig 24: Chromatogramme de I’extrait des feuilles 2 370 nm.

mm

71



Résultats & discussion

Tab 14: Résultats analyse HPLC/DAD/MS de I'extrait des feuilles de C.arabica

Composé tr (min) A [M-H]- Fragments Identification Quantification mg/g

1 7,69 278 289 245 catechine 1,234 £ 0,011

2 11 338 593 503, 473, 383, 353, 325, 297 Apigenine -6-C-hexoside-8C-hexoside 1,585+ 0,103

3 12,3 272 307 145 Cleomine hexoside N’est pas quantifié
4 16,53 354 609 463, 447, 300 Quercetine rutinoside 5,46 + 0,106

5 17,51 354 651 447,301 Quercetine acylhexoside rhamnoside 0,175 + 0,022

6 18,92 350 593 447, 431, 285 Kaempferol rutinoside 3,814 +£0,148

7 19,45 348 593 447, 301 Quercetine dirhamnoside 2,662 £ 0,057

8 19,78 354 623 477, 461,315 Isorhamnetine rutinoside 4,565 + 0,179

9 20,34 354 463 301 Quercetine 3-glucoside 0,031 + 0,005
10 20,77 346 635 489, 431, 285 Kaempferol rhamnoside acylhexoside 0,258 + 0,007
11 21,87 356 665 519, 461, 315 Isorhamnetin acylhexoside rhamnoside 0,428 +£0,023
12 22,47 356 593 461, 315 Isorhamnetine pentoside rhamnoside 0,065 + 0,0002
13 23,00 342 577 431, 285 Kaempferol dirhamnoside 3,116 + 0,066
14 23,82 348 607 461, 315 Isorhamnetine dirhamnoside 2,932 £ 0,056
15 25,01 356 477 315 Isorhamnetine hexoside 0,124 £ 0,002

72




Résultats & discussion

mAL]
14004

12004
1000]
8001 | 1ol

600 1

400] 43

il e

Fig 25: Chromatogramme d’extrait des graines a 280nm.
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Fig 26: Chromatogramme d’extrait des graines a 370 nm.
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Tab 15: Résultats HPLC/DAD/MS de I'extrait des graines de C. arabica

QUANTIFICATION

Composé | tr (min) A [M-H]- Fragments Identification mg/g
1 4,03 254/290 315 153 acide 3,4-dihydroxybenzoique hexoside 0,003 £ 0,001
2 5,92 260/296 153 109 acide 3,4-dihydroxybenzoique 0,004 +0,001
3 7,28 280 577 119 Acide p-coumarique Dimere 0,021 £ 0,001
4 9,07 254 137 Acide p-OH benzoique 0,024 + 0,01
5 9,8 324 509 452,436,332,296,236, 193 Derive acide ferulique TRACES
6 10,2 280 289 245 Catechine 0,15+0,014

503, 473, 383, 353, 325,

7 10,57 334 593 297 Apigenine -6-C-hexoside-8C-hexoside 0,149 + 0,014
8 13,3 280 203 159, 142 Tryptophane N’est pas quantifi¢
9 14,2 312 551 405, 275, 163 derivé acide p-coumarique TRACES
10 15,03 326 581 435, 295, 235, 193 derivé acide Ferulique 0,036 + 0,006
11 15,38 310 611 325, 223 derivé acide Sinapique 0,167 + 0,037
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12 16,3 356 609 463, 447, 300 Quercetin rutinoside 0,029 + 0,001
13 18,8 352 593 447, 431, 285 Kaempferol rutinoside 0,121 + 0,007
14 19,4 352 593 447, 301 Quercetine dirhamnoside 0,009 £ 0,0001
15 19,7 356 623 477,461, 315 Isorhamnetine rutinoside 0,034 + 0,004
16 20,2 354 463 301 Quercetine hexoside TRACES

17 22,9 342 577 431,285 Kaempferol dirhamnoside 0,064 + 0,001
18 23,7 348 607 461, 315 Isorhamnetine dirhamnoside 0,031 £ 0,002
19 29,16 370 447 301 Quercetin rhamnoside 0,021 £ 0,001
20 33,8 368 431 285 Kaempferol 4' rhamnoside 0,173 £ 0,016
21 34,9 374 461 315 Isorhamnetine 4' rhamnoside 0,044 + 0,002
22 41,5 374 331 315 Laricitrine 0,006 + 0,001
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Fig 27: Chromatogramme d’extrait des racines a 280 nm.
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Fig 28: Chromatogramme d’extrait des racines a 370 nm.
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Tab 16: Résultats HPLC/DAD/MS de I'extrait des racines de C. arabica.

QUANTIFICATION

Peak tr (min) Iy [M-H]- Fragments Identification mg/g
1 4,47 250/290 474 167 Derivé acide vanillique 0,004 + 0,0001
2 5,93 276 475 414, 374, 332, 169 Derivé acide gallique 0,017 =+ 0,002
3 8,61 254/292 473 329, 167 Derivé acide vanillique 0,012 + 0,002
4 12,8 330 355 193 Derivé acide ferulique 0,006 + 0,003
5 16,3 356 609 463, 447, 301 Quercetine rutinoside 0,006 + 0,0003
6 19,4 350 593 447, 301 Quercetine dirhamnoside 0,011 £ 0,0003
7 19,7 360 623 477,461,315 Isorhamnetine rutinoside 0,01 £ 0,0005
8 22,9 344 577 431, 285 Kaempferol dirhamnoside 0,033 +0,0001
9 23,70 346 607 461, 315 Isorhamnetine dirhamnoside 0,044 + 0,0005
10 24,4 326 677 535, 353 acide tricaffeoylquinique 0,002 + 0,0001
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Les résultats montrent que la composition de 1’extrait hydroalcoolique des feuilles de
C.arabica est marqué surtout par la présence des flavonoides principalement de type flavonol

avec la seule mention d’un compose de type flavanol qui est la catéchine.

Les quatre génines de type flavonol identifiés sont quercetine, isorhamnetine, keampferol, et
apigenine avec des pourcentages de 31,5%, 30,65%, 27,18%, 6% respectivement. Une seule
molécule de type flavanol était identifiée comme catéchine et estimée présente avec un taux
de 4,67%.

Les résultats montrent que la composition de 1’extrait hydroalcoolique des graines de
C.arabica est marquée par la présence des acides phénols et des flavonoides avec des taux de
23,48 et 76,52% respectivement.

Le profil des acides phénols est marqué par la présence d’un acide sinapique, férulique,

acides para-hydroxy benzoique, para-coumarique, et d’autres acides mineurs.

En général, le profil flavonique de ’extrait hydroalcoolique des graines est qualitativement
comparable a celui de ’extrait des feuilles, a 1’exception de la présence dans I’extrait des
graines un flavonoide de type flavonol qui est le laricitrine. Ce dernier a été identifié dans
plusieurs especes comme le fruit de Vitis vinifera L (Nazareth Torres et al., 2017), le fruit et
le jus de Syzygium cumini. L (Carvalho et al., 2017), Vaccinium myrtillus, et Ribes nigrum
(Tian et al., 2017).

Sur le plan quantitatif, 1’extrait des graines présente un contenu relativement plus faible en
flavonoides par rapport a celui des feuilles, et avec des pourcentage de présence différents
dont le keampferol est dominant avec un taux de 43,08%, suivi par la catéchine 18,05%, et
I’apigenine 17,93%. L’isorhamnetine et la quercetine sont présentent avec un taux moins

important 13,12, et 7,10%, et finalement laricitrine avec un pourcantage de 0,72%.

Le composé détecté a 12,3 mn est identifié comme la cléomine hyxoside par rapport a la
littérature (Intan et al., 2005).

L’analyse de I’extrait hydroalcoolique des racines révéle aussi le méme profil flavonique. On
note la présence des hétérosides quercetine, isorhamnetine, keampferol, a 1’exception de
I’apigenine et ses dérivés. Les flavonoides sont présents au niveau des racines avec un taux

de 71,72% par rapport au contenu global identifi¢ de 1’extrait racinaire.
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Les résultats montrent aussi un profil des acides phénols différents des graines par la présence
de l'acide tricaffeoylquinique, dérivé de l'acide gallique, dérivé de l'acide ferulique et deux

dérivés de l'acide vanillique et qui sont presents avec un taux de 28,28% du contenu identifie.

Les résultats obtenus sont conformes aux ceux de Touil & Rhouati (1998), qui ont signalé la
présence de dérivés d'apigenine, de quercétine et de kampferol dans la partie aérienne de

Cleome arabica.

Sharaf et al.,, (1997) ont analysé quatre espéces de Cleome, spécialement Cleome
amblyocarpa, et ils ont confirmé la présence du Kaempferol 7-Rha et ses dérivés, Quercetin

7-Rha, Isorhamnetin et ses dérivés, Apigenin 6,8-di-CG.
De méme, les travaux d’Intan et al., (2005) sont en accord avec nos résultats.

En 2015, les travaux de Samout et ses collaborateurs lors d’une analyse par HPLC sur les
feuilles et les tiges de C. arabica concordent avec nos résultats par la présence des molécules
de type acides phénols (acide protocatecique, gallique, hydroxybenzoique, vanillique, et acide
syringique) et flavonoides (Quercetine, keampferol, isorhamnetine avec mention de la

luteoline).

On note que les données obtenues par HPLC/DAD/MS s’accordent avec ceux obtenus par le
dosage spectrophotométrique. Les teneurs les plus élevées en phénols totaux et en
flavonoides sont identifiées dans 1’extrait des feuilles, suivi par 1’extrait des graines, et en

derniere position I’extrait des racines.

5- Activités antioxydantes

Le potentiel antioxydant des différentes parties de C.arabica mésuré par les trois tests
(DPPH, FRAP, PHOSPHOMOLYBDENUM) et est corrélé avec leurs contenus en phénols

totaux et flavonoides.
5-1 Activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

Les valeurs d’IC50 sont déterminées graphiquement a partir de la courbe réalisée en
fonction des concentrations des extraits et leurs pourcentages d’inhibition respectifs (figure
29, tableau 17).
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Activité antioxydante DPPH
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Fig 29: Le pourcentage d’inhibition de DPPH

Tab 17: Les valeurs d’IC50 des différents extraits.

Extrait hydroalcoolique IC 50(mg/ml)
FEUILLE 0,092 +0,012"
GRAINE 0,46 + 0,003"
RACINE 0,979 + 0,025"

ACIDE ASCORBIQUE 0,020 + 0,001
RUTINE 0,019 + 0,001

(+:P>0,0001) : Valeur comparée a I’acide ascorbique et la rutine, valeur d’IC50 exprimée en moyenne + ET

(n=3). Rutine vs Acide ascorbique (non significative). + : Extrait vs control.

En général, toutes les parties de la plante C. arabica ont provoqué une décoloration plus
au moins différente de la solution DPPH, ceci prouve leur capacités antioxydantes qui est

exprimée par les valeurs IC50.

L’extrait des feuilles posseéde une activité antiradicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH

importante comparée a celles obtenues par les extraits des graines et racines.

Les valeurs d’IC50 obtenues pour les feuilles, graines, et racines sont 0,092 + 0,012 ; 0,46 +

0,003 ; 0,979 + 0,025 mg/ml respectivement.
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L’activité antioxydante de 1’acide ascorbique et de la rutine sont comparables avec des IC50 de

0,020 + 0,001 et 0,019 + 0,001 mg/ml respectivement.

L’activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique et la rutine est significativement supérieure a

celle obtenues par les feuilles de C. arabica.

Selon Kasangana et al., (2015), la capacité antioxydante du piégeur du radical libre DPPH est

attribué a sa capacité a fournir de I'nydrogeéne a ce radical afin de le stabiliser.

5-2 Reduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur du fer des différentes parties de C .arabica (feuille, graine, et racine) et

les valeurs d’IC50 obtenues respectives sont illustrées dans la figure 30, et le tableau 18.

POUVOIR REDUCTEUR DE FER

0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 - —4—FEUILLE

0,400 - == GRAINE

0,300 -
0.200 | I RACINE

0,100 -
0,000 T T T T T T T T T 1
010203 040506070809 1

DO of extracts

concentration mg/ml

Fig 30: Pouvoir réducteur FRAP des feuille, graine, et racine.
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Tab 18: Les valeurs d’IC50 des différents extraits.

Ext hydroalcoolique IC 50 (mg/ml)
FEUILLE 0,674 + 0,007
GRAINE 1,076 + 0,006"
RACINE 4,470 +0,072°

Acide ascorbique 0,06 £ 0,001

(+: P >0,0001) : Valeur comparée a ’acide ascorbique, valeur d’IC50 exprimée en moyenne + ET (n=3).

Les résultats montrent que I’extrait hydroalcoolique des feuilles, graines, et racines

possedent un pouvoir réducteur sur le modéle utilisé.

Le pouvoir réducteur de I’extrait des feuilles exprimé en IC50 est de 0,674 + 0,007 mg/ml,
valeur significativement plus faible que celles obtenues par 1’extrait des graines (1,076 +
0,006mg/ml) et 1’extrait des racines (4,470 + 0,072mg/ml). Par contre, ces valeurs sont
significativement supérieure a celle obtenue par le témoin positif (acide ascorbique) avec
IC50 égale a 0,06 = 0,001 mg/ml.

Ceci dénote d’un pouvoir réducteur plus important de I’extrait hydroalcoolique des feuilles
par rapport aux extraits des graines et racines. Ce résultat corrobore le résultat du test effectué
sur le DPPH.

Divers travaux ont suggéré que les propriétés reductrices qu'ils exercent sont basées sur le

don d'une atome d'hydrogene pour briser la chaine des radicaux libres (Naima et al., 2012).

5-3 Evaluation de I’activité antioxydante par le phosphomolybdate

Les résultats de la capacité antioxydante mesurée par le test de phosphomolybdate sont

exprimés dans le tableau 19.
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Tab 19: Taux des antioxydants par le phosphomolybdate.

Extrait hydroalcoolique

Taux des antioxydants
(mg EAG/g d’extrait)

Feuille 14,00 + 0,019"
Graine 12,06 + 0,004"
Racine 10,04 + 0,003"
Acide ascorbique 137,53 £ 0,021

(+:P>0,0001) : Valeur comparée a I’acide ascorbique, valeur du taux des antioxydants exprimée en moyenne
+ ET (n=3).

La lecture des résultats montre que le taux des antioxydants est plus élevé dans

I’extrait des feuilles, comparé aux extraits des graines et racines.

Les valeurs de la teneur en antioxydants exprimés en mg/g d’extrait sont respectivement
14,00 £ 0,019 ; 12,06 + 0,004 ; 10,04 + 0,003 mg EAG/g d’extrait. L’extrait hydroalcoolique

des feuilles montre le taux en antioxydants le plus éleve.

Les résultats obtenus par ce test vont dans le méme sens que ceux obtenus par le DPPH, et le
FRAP.

5-4 Corrélation entre les contenus en Phénols Totaux et flavnoides vis-a-vis

Pactivité antioxydante

Une étude a été faite statistiquement pour déterminer une éventuelle relation entre le
contenu en phénols totaux et favonoides des différentes parties de C.arabica et les activités
antioxydantes obtenues par les trois tests (DPPH, FRAP, PHOSPHOMOLYBDATE). Les

résultats sont exprimes dans le tableau 20.
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Tab 20: Corrélation entre les phénols totaux, les flavonoides et les activités antioxydantes.

Coefficient de Les antioxydants
_ DPPH FRAP
correlation (R) totaux
Phénols totaux -0,99 -0,98 0,98
Flavonoides -0,94 -0,78 0,97

Les valeurs des coefficients de corrélation qui se situent dans la plage de 0,6 et 1 ; indique une
corrélation tres fortes.

Pour le premier test, une trés bonne corrélation entre la capacité du piégeage du
radical libre DPPH par les trois extraits et leurs teneurs en phénols totaux et flavonoides
comme le démontre les valeurs du coefficient de corrélation R - 0,99 et - 0,94 respectivement.

Dans le second test, I’analyse montre une corrélation importante entre les contenus en
phénols totaux des trois extraits et I’activité FRAP avec une valeur de R égale a - 0,98. Alors
que cette corrélation est moins évidente entre les contenus en flavonoides des trois extraits et

la méme activité ou la valeur du R est égale a - 0,78.

La valeur négative est due a I’utilisation des IC50, dont I'extrait ayant une valeur 1C50

plus faible possede de bonnes propriétés antioxydantes.

Dans le troisiéme test, une tres bonne corrélation est enregistrée entre le taux en
antioxydants totaux et les deux contenus en phénols totaux et flavonoides des trois extraits

avec des coefficients de corrélation 0,98, et 0,97 respectivement.

L’activité antioxydante de C.arabica a fait I’objet de quelques études en occurrence a
celle de Selloum et al., (1997). Cette étude a mis en évidence le pouvoir antioxydant de
I’extrait hydroalcoolique des feuilles en présence des especes réactives d’oxygene O, H,Op,

et HOCI qui est estimé a 52,87%, 66,34% et 91,45% respectivement.

Djeridane et al., (2010) rapportent que 1’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait de
C.arabica était réalisée par le test du DPPH, et I’'IC50 est estimée égale 13,15 + 0,01mg/l.

Plus récemment, Tigrine et al., (2013) rapportent que 1’extrait des feuilles de Cleome arabica
est pourvu d’une forte activité antiradicalaire contre le radical libre DPPH (IC50 4,88 pg/ml)
et un puissant pouvoir réducteur. Cependant, une bonne activité chélatrice était obtenue

qu’avec des concentrations élevées (IC50 = 377,75 pg/ml).
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Nos résultats confortent d’une part les études précédentes en ce qui concerne la
présence d’une activité antioxydante dans la partie aérienne de C.arabica. D’autre part, notre
étude montre que cette activité est plus importante dans les feuilles que dans les autres parties

de la plante (graines et racines).

La présence d’un taux élevé en flavonoides et en phénols totaux dans les feuilles
comparé a celui des racines et des graines pourrait justifier son potentiel antioxydant
important.

Cette activité antioxydante est liée a plusieurs parameétres physico-chimiques, et qui est
dépendante de la structure moléculaire selon plusieurs études (Teixeira et al., 2005, Brenda et
al., 2005, Trouillas et al., 2006, Mendoza-Wilson & Glossman-Mitnik., 2006, Wei et al.,
2006). Cela di a la présence des groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui

peuvent servir comme donneurs d’hydrogéne et/ou d’¢lectron. (Alimi et al., 2013).

Concernant la corrélation entre le pouvoir antioxydant et les contenus en phénols
totaux, et en flavonoides, nos résultats confortent de nombreuses recherches qui confirment
cette corrélation (Kalt et al., 1999, Zheng & Wang., 2001, Cai et al., 2004, Rosa et al., 2006,
Katalinic et al., 2006, Tawaha et al., 2007, Kopjar et al., 2009, Zhang et al., 2013, Kasangana
etal., 2015).

6- Toxicité aigue

La partie aérienne de la plante C.arabica a été sujet d’une étude toxicologique in Vivo.
L’évaluation de la toxicité aigle a été réalisées par deux méthodes, une par vois orale et

’autre par vois intrapéritoniale.
6-1 Toxicité par voie orale

L’extrait hydroalcoolique de C. arabica de la partie aérienne a été testé pour sa
toxicité in vivo sur des rats avec des doses de 500mg/kg, & 10000mg/kg. L’administration de

I’extrait était par voie orale -gavage-.

La toxicité aigue permet de connaitre la plus petite dose qui, administrée en une seule
prise entraine la mort de 50% des animaux dans les 24 a 48 heures aprés le traitement, la
durée maximale d’observation étant de 15 jours (Dubick et al., 1993). Ceci permet de

déterminer la dose létale (DL50). L’évolution du poids corporel (tableau 21, figure 31) est
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enregistrée le long de la période d’essai (14 jours). Le gain du poids est calculé pour chacun
des lots (tableau 22).

Au bout des 14 jours, aucune mort n’a été enregistrée chez les différents lots traités
par I’extrait de la plante C. arabica. On peut déduire que la DL50 est supérieure a
10000mg/kg. D’autre part, les rats traités par 1’extrait ont présenté une carte clinique

dépourvue de signes de toxicité. Leur comportement était semblable a celui des rats témoins.

Selon la classification de Hodge & Sterner., (1943), I’extrait hydroalcoolique de la
partie aérienne de la plante C. arabica ssp arabica est pratiquement non toxique.

Tab 21: Evolution du poids corporel des animaux en Kg(*).

JOURS
LOT (L)
J J2 J4 J6 J10 J14
L 0,125+ 0,135t (0137 + 0,137+ 0,141+ 0,146+
L Témoin
0,07 0,05 0,04 0,05 0,025 0,017
L1 0,149+ 0,152+ 0,164+ 0,162+ 0,167+ 0,181+
(10000mg/kg) | 0,04 0,03 0,07 0,046 0,065 0,07
L2
(5000mg/kg) 0,136+ 0,151+ 0,151+ 0,152+ |0 162+ 0,168
0,017 0,02 0,03 0,012 (005 0,07
L3 0,096+ 0,101+ 0,109+ 0,102+ 0,107+ 0,125+
(2500mg/kg) | 0,016 0,016 0,012 0,012 0,011 0,009
L4 0,103+ 0,104+ 0,108+ 0,110+ 0,112+ 0,124+
(500mg/kg) 0,03 0,015 0,026 0,016 0,016 0,013

* : valeurs exprimée en moyenne + Ecartype. (n= 6).
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Evolution du poids
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Fig 31: Evolution du poids corporel.

D’apres la figure 31, tous les lots ont présenté une évolution corporelle normale et

similaire a celle du lot témoin.

Tab 22: Gain du poids par lot, exprimé en Kg et en pourcentage.

Ga'(r(‘;;‘)"ds LOT 1 LOT 2 LOT 3 LOT 4 Témoin
Moyenne 1 | 0,149 0136 * 0.096 £ 0103 % 0125+
jour 0,004 0,017 0,016 0,015 0,007
Moyenne 0,181 + 0,168 + 0,125 + 0,124 + 0,146 +
145 jour 0,007 001 0,009 0,013 0,007
GP en Kg 0,032 0,032 0,029 0,021 0,021
GP en % 1776 19,15 23.10 16,94 14,38

Apres la période de surveillance, les rats ont été sacrifiés pour isolés les différents
organes. Ces derniers présentaient un aspect normal similaire a celui des organes du lot

témoin (figure 32).
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Le sacrifice des rats :

Rat sacrifié Le foie
\
Les reins Les poumons Larate

Fig 32: les organes pesés apres sacrifice des rats.

6- 2 Toxicité aigue par voie Intra-péritonéale (IP)

La toxicité aigue a été testée sur des rats regroupés en 4 lots, dont 3 lots ont été traité
respectivement par 3 doses de I’extrait hydroalcoolique de C. arabica (750mg/kg,

1500mg/kg, 3000mg/kg) et le 4°™ lot est considéré comme lot témoin.

Les résultats obtenus révélent I’absence de symptomes de toxicité dans les 3 lots ainsi
que le lot témoin. Le comportement des rats était normal avec une démarche et activité
normale ; Absence de difficultés respiratoires, convulsion, diarrhée, coma, sang dans les
urines, et gonflement de la partie d’injection chez tous les rats des différents lots testés ainsi

que le lot témoin.

L’évolution du poids corporel des lots traités par la partie aérienne de C.arabica était normale

et comparable a celle du lot control (tableau 23, figure 33).
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Tab 23: Evolution du poids corporel des animaux en Kg(*).

JOURS
LOT (L)
J1 J2 Ja J6 J10 J14
L1 0,120+ 0,123+ 0,124+ 0,126+ 0,130+ 0,138+
(750mg/kQ) T T T T S T
0,015 0,014 0,014 0,013 0,012 0,010
L2 0131+ | 0133 | 0136+ | 0140+ | 0145+ | 0,153+
(1500mg/kg) T T T T T T
0,028 0,018 0,023 0,013 0,03 0,044
L3 023+ | 0125+ | 0128+ | 0126+ | 0136+ | 0,149+
(3000mg/kg) et oo 0% 10T 1Lo0% , 149+
0,034 0,011 0,019 0,017 0,02 0,047
o 0,125+ 0,126+ 0,130+ 0,134+ 0,139+ 0,148+
L Témoin
0,018 0,05 0,032 0,06 0,05 0,048
* . valeurs exprimée en moyenne + Ecartype. (n= 6).
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Fig 33: Evolution du poids corporel des animaux.

Le gain du poids dans chaque lot était calculé qui est présenté par la différence entre

la moyenne du poids final et la moyenne du poids initial de chaque de chaque lot tableau 24).

Ces derniers présentaient un aspect normal et similaire a celui des organes du lot témoin.
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Tab 24: Gain du poids par lot.

GAIN POIND LOT1 LOT 2 LOT3 TEMOIN

0,120+ 0,131+ 0,123+ 0,125+

Moyenne J 1
0,015 0,009 0,009 0,008
0,138+ 0,153+ 0,149+ 0,148+

Moyenne J 14
0,010 0,014 0,007 0,008
GP en Kg 0,018 0,022 0,026 0,023
GP en gram 18,167 22,000 25,833 23,000
GPen% 13,164 14,379 17,338 15,541

Les rats des lots traités n’ont pas présenté des signes de toxicités ou troubles
anormaux, ainsi que 1’évolution du poids apparait semblable entre le lot témoin et les lots

traités.

D’apres ces résultats, I’extrait hydroalcoolique de la plante C. arabica est considéré

non toxique pour les doses traitees.

Selon les études faites sur d’autres espéces du genre Cleome, il ressort que les extraits

obtenus de ce genre Cleome ne sont pas toxiques.

Parimala Devi et al., (2002) ont rapporté que 1’extrait méthanolique de C.viscosa est non
toxique et ne provoque pas la mort des animaux & une dose de 3200mg/Kg poids corporel.

Asis Bala et al., (2010) ont déterminé la DL de I’extrait méthanolique de C.gynandra sur des

souris qui est égale a 2000mg/Kg poids corporel.

Notre étude a révélé que ’administration de ’extrait hydroalcoolique de la partie
aerienne de la plante Cleome arabica par voie orale et par voie intrapéritonéale
respectivement a une dose de 10000mg/Kg et 3000mg/Kg n’induit pas de signes de toxicité

ou altere négativement ni le comportement ni le poids des animaux aux doses prescrites.

En conclusion, les résultats de notre étude s’accordent avec les études déja réalisées sur

d’autres espéces du genre Cleome (Parimala Devi et al., 2002 ; Asis Bala et al., 2010).
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7- Toxicité larvicide sur les larves Artemia salina

La cytotoxicité de I’extrait hydroalcoolique des différentes parties feuille, graine,

racine a été évaluée par le test des larves (Artemia salina).

Le taux de mortalite des larves était calculé aprés 24 heures pour quatre doses
différentes des extraits (Img/ml ; 0,5mg/ml ; 0,25mg/ml ; 0,1mg/ml).
Une solution de CuSO, avec les mémes doses et 1’eau de mer reconstituée sont servis de

témoin positif et control respectivement (tableau 25, figure 34).

Tab 25: Evolution de la mortalité apres 24 heures (*).

Concentration Taux de mortalité (TM %)
(ug/m) Feuille graine racine témoin + témoin -
1000 93,33+1,15 | 100 +0,00 | 86,67+1,53 100 0,00 Abs
500 86,67+1,53 | 93,33+1,15 | 83,33+1,15 100 0,00 Abs
250 66,67+1,53 | 63,33+1,53 | 70,00+1,00 | 100 +0,00 Abs
100 3,33+0,58 |56,67+1,53 10 +0,00 100 0,00 Abs

Abs : absence de mortalité, * : valeur exprimée en moyenne + écartype (n=3).

Les résultats montrent 1’évolution de la mortalité et fonctions des concentrations des extraits

des différentes parties de la plante C.arabica.

Les concentrations du CuSO,4 comparables aux extraits ont provoquées 100% de mortalité

dans le lot témoins positif. Par contre, aucune mort n’a été enregistrée dans le lot control.

On observe dans les lots traités par 1’extrait hydroalcoolique des feuilles, graines et racines,

une mortalité des larves d’Artemia salina dose- dépendante.
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Taux de mortalité aprés 24 heures
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Fig 34: Evolution de la mortalité aprés 24H.

Les valeurs des CL50 déduites des courbes (figure 35) sont exprimeées dans le tableau 26.
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Fig 35: Courbes des CL50 apreés 24 heures.
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Tab 26: Valeurs des CL50 apres 24H.

Partie de plante CL50244 pg/ml

Feuille 242,66
Graines 85,31
Racine 228,55

De la lecture des résultats, il peut étre déduit que 1’extrait hydroalcoolique des graines
présente la toxicité la plus élevée avec une valeur de CL50 de 85,31pg/ml. Alors que 1’extrait
des feuilles est considéré relativement moins toxique par rapport a I’extrait des racines de

C.arabica.

Ces résultats permettent d’établir 1’ordre des trois extraits selon leur cytotoxicité ; Extrait de
graine > extrait des racines > extrait des feuilles. Selon les valeurs d’IC50, les extraits sont
cytotoxiques +++ (250ug/ml > CL50 > 100pug/ml).

Plusieurs études comme celles de Zani et al., (1995) et EI-Gohary et al., (2013) ont
rapporté que la toxicité pour les crevettes a une bonne corrélation avec l'activité antitumorale,

antiparasitaire chez I'nomme.

Notre travail montre que la cytotoxicité sur les larves de crevettes Artemia salina la
plus élevee est localisée au niveau des graines par rapport aux autres parties de la plante
C.arabica (feuilles et racines). Ceci révele que cette partie de la plante contient des
substances qui peuvent étre considérées comme des agents cytotoxiques, et qui sont utilisés

comme des produits anticancéreux.

Nos résultats sont en accord avec les travaux faits par Tigrine et al., (2013), qui
montrent que I’extrait hydroalcoolique des feuilles possede une activité anticancéreuse sur
cing lignées cellulaires cancéreuses MCF-7, DLD-1, HepG2, HelLa et SK-N-BE
correspondent au cancer du sein, du colon, du foie, du col de I’utérus, du cerveau
respectivement. Ils rapportent que 1’effet préventif et apoptotique de 1’extrait de C. arabica

est peut étre du sa richesse en matiére de polyphénols y compris les flavonoides.
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Une étude plus avancée de Molla et al., (2016) a permis d’évaluer I’effet
anticancéreux des composés phénoliques isolés; acides phénols et flavonoides de type
flavonol et flavanol sur quatre lignées cancéreuses (HELA, HCT-116, MCF-7, HEPG-2
respectivement pour les cancers du col de I’utérus, colon, sein, foie). Cette étude a permis de
confirmer que tous composes phénoliques testés sont pourvus d’un effet anticancéreux.
Quelques molécules sont aussi identifiées dans nos extraits comme la quercetine, quercetine-
3-O-glucoside, dérivé d’apigenine, Dérivé d’acide cinnamique, et acide p-coumarique. Ceci
peut expliquer nos résultats concernant la cytotoxicité des graines par rapport aux feuilles et
qui peut étre d0 a la présence des acides phénols en plus des flavonoides dans I’extrait des

graines et pareillement pour I’extrait des racines.

8- Cytotoxicité hémolytique

La toxicité hémolytique des extraits était évaluée vis-a-vis les érythrocytes du sang
prélevé des lapins.

Les resultats du tableau 27 illustrent 1’évolution du taux d’hémolyse des globules
rouges en fonction de la concentration des différents extraits des feuilles, graines et racines de

C. arabica. Les concentrations testées sont 1mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml et 20mg/ml.

Tab 27: Taux d’hémolyse par concentration.

Concentration 1 mg/mi 5 mg/ml 10 mg/mi 20 mg/ml
GRAINE 21,43+ 0,33% 67,14+ 0,27% 92,86% 0,27% 201,43+0,12%
FEUILLE 7,14+ 0,06% 18,57+ 0,04% 32,86% 0,01% 58,57+ 0,02%
RACINE 5,71+ 0,04% 10,00+ 0,06% 14,29+ 0,02% 30,00+ 0,14%

La figure 36 exprime en courbe 1’évolution du taux héemolytique des érythrocytes. Les CL50

ont été déduites a partir des graphes (figure 37), et présentaient dans le tableau 28.
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Fig 37: Courbes des IC50 de I’hémolyse.

95



Résultats & discussion

Tab 28: Les valeurs des IC50 correspondent a 50% d’hémolyse.

Extrait IC 50 (mg/ml)
GRAINE 4,1
FEUILLE 16,7
RACINE 38,83
Saponine 0, 316

Les reésultats indiqués dans le tableau 27 montrent que ’extrait des graines présente
I’effet hémolytique le plus important ; avec un taux de 21,43 + 0,33% & la concentration de
Img/ml, suivi par P’extrait des feuilles et racines (7,14 + 0,06% et 571 £ 0,04%)

respectivement.

A la concentration de 5mg/ml, I’extrait des graines a présenté un taux d’hémolyse qui
dépasse les 50%. A cette méme concentration, I’extrait des feuilles présente un taux
relativement inférieur (18,57 £ 0,04%), et a effet moins important 1’extrait des racines (10 £
0,06%).

Signalant que le taux d’hémolyse approche a 100% pour I’extrait des graines a
concentration de 10mg/ml, en le comparant a celui de 1’extrait des feuilles (32,86 + 0,01%),

et aussi I’extrait des racines (14,29+ 0,02%).

En augmentant la concentration a 20mg/ml, on remarque que le pourcentage de
cellules hémolysées en présence de I’extrait des graines atteint les 100%. En ce qui concerne
les deux autres extraits celui des feuilles et des racines, le taux est plus important par rapport

aux concentrations précédentes qui est de 58,57 + 0,02% et 30 £ 0,14% respectivement.

Une relation Dose-dépendante entre la concentration des différents extraits et le taux
d’hémolyse des érythrocytes a été démontrée ; ou le pourcentage d’hémolyse augmente avec
la concentration de 1’extrait. Les courbes d’évolution du taux d’hémolyse ont été tracées afin
de déterminer I’IC50, qui correspond & la concentration nécessaire pour provoquer

I’hémolyse de 50% des globules rouges.

Les IC50 obtenues sont de 4,1 ; 16,7 et 38,83mg/ml pour I’extrait des graines, feuilles

et racines respectivement.
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La saponine est utilisée comme témoin positif présente une valeur d’IC50 égale a
0,316mg/ml ; une concentration faible, qui refléte un pouvoir hémolytique potentiel. Ceci est
conforme avec d’autres études qui ont rapporté que les saponines ont la capacité de lyser les
érythrocytes (Ahn et al., 1998, Sindambiwe et al., 1998, Estrada et al., 2000, Molgaard et al.,
2000, Woldemichael & Wink., 2001). Les recherches sur les propriétés hémolytiques des
saponines sont généralement attribuées a l'interaction entre ces molécules et les stérols de la

membrane érythrocytaire (Sparg et al., 2004).

L’effet hémolytique des extraits testés peut étre di a un effet synergique des autres
métabolites secondaires qui se combinent avec les saponines de chaque extrait brut ou peut-
étre en raison de la variété des saponines existantes dans l'extrait (différents les uns des autres
par les fragments glycon et aglycon qui semblent jouer un réle dans l'activité hémolytique des

saponines) (Baumann et a.,| 2000, Hashim., 2014).

Il a été rapporté que l'activité hémolytique augmente avec le nombre croissant de
groupes polaires dans le groupe aglycon, en plus, les saponines stéroidiennes et triterpénoides
avec une seule chaine de sucre (monodesmosides) ont une forte activité hémolytique par
rapport a celles a deux chaines de sucre (bidesmoside) qui ont montré une activité plus faible
(Francis., 2002).

Les résultats obtenus par le criblage phytochimique révélent la présence des saponines
dans les trois extraits de C. arabica, méme que I’hémolyse des cellules nécessite des doses

fortes par rapport au témoin positif.

L’extrait des graines a présent¢ un taux d’hémolyse relativement important par
rapport aux deux autres extraits.En ce basant sur ces données, cet effet peut étre expliqué par

sa richesse en tripterpénes.

Les résultats obtenus peuvent étre bénéfiques vu que ces parties de la plantes (feuilles,
graines, et racines) sont pourvues d’un effet hémolytique et toxique sur les érythrocytes a des
concentrations relativement elevées. La détermination du pouvoir hémolytique de notre
plante est parait indispensable pour une meilleure connaissance et adaptation rationnelle de la
phytothérapie traditionnelle surtout pour les modes dadministration et les précautions a

prendre lors de son utilisation afin d’éviter 1’éclatement des cellules sanguines.
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9- Activité antalgique

L’effet antalgique de D’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de la plante
C.arabica a été évalué par les trois tests (tails-flick, test de la plaque chauffante, et le test de

torsion).

9-1 Test tail-flick

L’extrait hydroalcoolique de C. arabica a été évalué (figure 38, 39) par trois doses
250mg/kg, 500mg/kg, et 1000mg/kg. Le taux d’inhibition était calculé par rapport au témoin

négatif.

Les résultats obtenus pour le lot contrdl, lot témoin positif (acide acétylsalicylique) et

les lots traités par les différentes doses de 1’extrait sont exprimés dans le tableau 29.

Fig 38: Gavage de I’extrait. Fig 39: Immersion de la queue a 55°C.
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Tab 29: Temps de réaction et le pourcentage d’inhibition de I’extrait.

Test tail-flick Dose mg/kg T de réaction « S » % Inhibition
LOT1 250 3,46 +0,28"" 49,21
LOT 2 500 3,67+011""" 58,03
LOT 3 1000 4,26 +0,87 " 83,60

TEMOIN + 100 4,98 +0,41" 114,42
control (-) / 2,32 +0,65 /

Valeur exprimée en moyenne + ET (Test Newman-Keuls, n=6), *(P < 0,001), ** (P < 0,0001) : valeur
comparée au control (-) ; *(P < 0,001) : valeur comparée au témoin (+) ; +(P < 0,01) : valeur comparée
au lot 1.

Les résultats obtenus par les lots traités par ’extrait hydraolcoolique de la partie
aérienne de C.arabica (250, 500, 1000 mg/Kg) et I’acide acétylsalicylique (100mg/kg)
compareés au lot control - (H,O) montrent que le temps de réaction enregistré par le lot ttmoin
positif est de 4,98 £ 0,41 secondes. Cette valeur est significativement supérieure a celle
obtenue par le lot control -. 1l peut étre déduit que 1’acide acétylsalicylique possede un effet

inhibiteur de la douleur thermique.

Les lots traités par 1’extrait de C.arabica a différentes doses ont montré un effet analgésique
significativement supérieur au control -. Les deux lots 2, et 3 (500, et 1000mg/Kg) présentent

des différences significatives par rapport au lot 1 (250mg/Kg).

L’effet produit par ’extrait de C.arabica a la dose de 1000mg/Kg poids corporel a produit un
temps de reaction (4,26 + 0,87 secondes) non significativement différent a celui du temps de
réaction du témoin positif (4,98 £ 0,41secondes). Il peut étre déduit que I’effet analgésique
produit par I’extrait C.arabica a la dose de 1000mg/Kg poids corporel est comparable a celui
de I’acide acétylsalicylique a la dose de 100mg/Kg.

L’ordre du pourcentage d’inhibition (tableau 34) est de :

Acide acétylsalicylique ~ extrait (1000mg/Kg) > extrait (500mg/Kg) > extrait (250mg/Kg).

Il ressort de la lecture des résultats, qu’il y’a une relation entre la dose et I’effet
produit (figure 40) ; les lots 1, 2, et 3 traités avec les doses respectives (250, 500, et 1000
mg/ml) présentent des temps de réaction de (3,46 = 0,28 ; 3,67 + 0,11 et 4,26 + 0,87

secondes).
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Test tail-flick
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Fig 40: Relation dose-dépendante de test tail-flick.

La dose effective (ED50) est la dose responsable de 50% de 1’effet analgésique par

rapport au lot témoin négatif, dont elle est égale a 291,84mg/kg poids corporel.

9-2 Test de la plaque chauffante

Le test de la plaque chauffante (figure 41et 42) est effectué en traitant trois lots avec
les doses 250mg/kg, 500mg/kg et 1000mg/kg de I’extrait de la partie aérienne de C. arabica.
Un lot gavé avec 1’eau distillée comme témoin négatif et un lot témoin positif qui est traité

par 1’acide acétylsalicylique a 100mg/kg.
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Fig 41: Gavage de I’extrait

Fig 42: Rat sur la plaque chauffante a
55°C.

Le tableau 30 montre le temps de réaction et le taux inhibition calculé par rapport a lot

témoin négatif.

Tab 30: Temps de réaction et le pourcentage d’inhibition de I’extrait.

Test plaque chauffante | Dose mg/kg T de réaction « S » % Inhibition
LOT 1 250 1,92 +0,19 % 7,35
LOT 2 500 2,46 +0,12""* 37,40
LOT 3 1000 28+011 %" 56,37
TEMOIN + 100 4,26 +0,61 137,86
TEMOIN - / 1,79 0,26 /

Valeur exprimée en moyenne + ET (Test Newman-Keuls, n=6), "(P < 0,05), " (P < 0,001),

EZT3

(<

0,0001) : valeur comparée au control (-) ; ¥ (P < 0,001), ** (P < 0,0001) : valeur comparée au témoin
(+); " (P<0,01), "™ (P<0,01) : valeur comparée au lot 1.

Il ressort de la lecture de tableau 30 que le temps de réaction enregistré par le lot

témoin positif traité par 1’acide acétylsalicylique (4,26 + 0,61 secondes) est tres hautement

significatif par rapport aux différents lots (traités par ’extrait et ttmoin négatif).
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Une différence hautement significative est signalée entre le lot témoin négatif et le lot 3
(1000mg/Kg), et une différence moins importante enregistré avec le lot 2 (500mg/Kg). Par
contre, la comparaison avec le lot 1 (250 mg/Kg) révéle qu’il n’existe pas de différences

significatives.

L’analyse statistique de la comparaison des résultats obtenus entre les lots traités par I’extrait
de la plante signale qu’il existe des différences significatives et treés significatives entre les
trois lots. Ceci dénote que la dose de I’extrait peut avoir un effet sur le temps de réaction

enregistré.

Le pourcentage d’inhibition est déduit et permet d’ordonner les différents lots selon leur effet
analgésique : Acide acétylsalicylique > extrait (1000mg/Kg) > extrait (500mg/Kg) > extrait
(250mg/Kg).

A partir des résultats obtenus (tableau 30), le temps de réaction est dose-depondant, on
remarque que les lots 1, 2, et 3 avec les doses respectives (250, 500, et 1000 mg/ml)
présentent des temps de réaction (1,92 + 0,19 ; 2,46 + 0,12 ; 2,8 + 0,11 secondes)
respectivement. Ceci dénote une relation dose-dépendante vis-a-vis de 1’effet mesuré (figure
43).

Plaque chauffante

70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - y =0,614x - 0,021
10% - * R?=0,901
0% ‘

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Dose de I'extrait g /kg

Taux d'inhibition

Fig 43: Relation dose-effet par le test plaque chauffante.

La courbe réalisée a permis de déduire la valeur ED50, qui est égale a 848,53mg/kg

du poids corporel.
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9-3 Test de torsion (acide acétique)

L’effet analgésique est mesuré par le test de torsion (figure 44 et 45). L’activité des
lots traités par 1’extrait de la partie aérienne de C.arabica a différentes doses est comparée a
celui de lot témoin positif traité par 1’acide acétylsalicylique et le lot control négatif (sans
traitement). Les resultats obtenus sont exprimés dans le tableau 31.

Fig 44: Injection IP de I’acide acétique. Fig 45: La crampe

Tab 31: Nombre de torsion et le pourcentage d’inhibition de I’extrait.

Test de torsion Dose mg/kg Nbr de crampes % Inhibition
LOT 1 250 67,16 + 2,48™" 29,42
LOT 2 500 60,331,637 " 36,60
LOT 3 1000 30,16 +3,25" ** 68,30

TEMOIN + 100mg 28 +2,36" 70,58
TEMOIN - / 95,16 + 3,12 /

Valeur exprimée en moyenne + ET (Test Newman-Keuls, n=6), * (P < 0,0001) : valeur comparée au
control (-) ; *(P < 0,0001) : valeur comparée au témoin (+) ; +( P < 0,01), ++ (P<0,0001): valeur
comparée au lot 1.
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L’analyse statistique des résultats obtenus entre les lots traités par 1’extrait de la plante
signale qu’il existe des différences trés hautement significatives. Une différence tres

hautement significative est aussi enregistrée entre le lot témoin positif et le lot ttmoin négatif.

Il ressort de la lecture de tableau 31, que le nombre de torsion enregistré par le lot
témoin positif (28 + 2,36) est tres hautement significatif par rapport aux lots traités 1 et 2
(67,16 + 2,48 ; et 60,33 £ 1,63 crampes) respectivement ; alors la différence par rapport au lot

3 (1000mg/Kg) est non significative.

Le pourcentage d’inhibition est déduit, dont le lot 3 présente le taux d’inhibition le
plus important (68,30%) par rapport aux deux autres lots. Les résultats ont permis d’ordonner

les différents lots selon I’effet analgésique comme suit :
Acide acétylsalicylique ~ extrait (1000mg/Kg) > extrait (500mg/Kg) > extrait (250mg/Kg).

A partir des résultats obtenus (tableau 31), le temps de réaction est dose-dépondant.
On remarque que les lots 1, 2, et 3 avec les doses respectives (250, 500, et 1000 mg/ml)
présentent des nombres de contorsion de 67,16 + 2,48 ; 60,33 + 1,63 ; 30,16 + 3,25 crampes
respectivement. Ceci dénote une relation dose-dépendante vis-a-vis de 1’effet mesuré (figure
46).

Test de torsion
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c
2 60% -
=
o 50% -
5 30% -
© ° y =0,534x + 0,135
X 20% - >
s R?=0,974
- 10% -

0%

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Dose de I'extrait g /kg

Fig 46: Relation dose-effet par le test de torsion.

La courbe tracée permet de déduire la dose effective ED50, qui est trouvée égale a

683,52mg/kg poids corporel.
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Dans notre évaluation de I’effet analgésique de 1’extrait hydroalcoolique de la partie
aérienne de la plante C.arabica, 3 tests ont été utilisés : test de tail flick, test de la plaque

chauffante et le test de torsion.

Il est clairement visible que I’extrait C.arabica a travers les trois tests utilisés présente un
effet analgésique significatif par rapport au lot control négatif. Dans le test de la plaque
chauffante, I’effet produit par I’extrait hydroalcoolique de C.arabica a la dose la plus élevée
est significativement inférieur a celui produit par ’acide acétylsalicylique a 100mg/Kg poids
corporel. Les deux tests en occurrence celui de tail flick et le test de torsion, I’effet produit
par I’extrait hydroalcoolique de C.arabica a la dose de 1000mg/Kg est comparable a celui

produit par I’acide acétylsalicylique.

L’effet analgésique de 1’extrait de C.arabica est dose-dépendant pour les trois tests,
ceci est en accord avec plusieurs études (Biswas et al., 1991 ; Okolo et al., 1995 ; Olugbenga
etal., 2001 ; Halmi et al., 2016 ; Zeghad et al., 2016).

Les deux premiers tests (tail flick et test de la plaque chauffante) nous renseigne sur

I’effet analgésique produit a travers une action centrale. Le 3°™ test de torsion nous oriente

sur un mécanisme périphérique (Xie et al., 2008).

Elisabetsky et ses collaborateurs (1995) rapportent que ces contractions provoquées
par 1’acide acétique sont dues a la production et a la libération des médiateurs algogénes via
les cyclooxygénases (COX) et la biosynthése des prostaglandines, notamment la PGE2
produite par la COX-1. Ces derniers excitent par la suite les terminaisons nerveuses de la
douleur étant donné que la contraction abdominale est liée a la sensibilisation des récepteurs
nociceptifs aux prostaglandines (Chen., 1993). L’administration de 1’acide acétylsalicylique
(100mg/kg) en traitement préventif aux rats a inhibé de fagon significative I’action algogéne
de I’acide acétique, en inhibant la formation des médiateurs de la douleur dans les tissus
périphériques, car elle inhibe 1’activité de la COX-1 et de la COX-2 (Hirose et al., 1984).

A partir des résultats obtenus, on peut conclure que I’extrait de C.arabica possede une
activité analgésique. On peut postuler que cette activité pourrait étre attribuée a différents
constituants présents dans 1’extrait, qui pourraient exercer leur effet analgesique au niveau

central et/ou périphérique.
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Des études précédentes utilisant des souris swiss albinos ont rapporté que des extraits
hydroalcooliques (100 a 400 mg/Kg, p.o) des espéces du genre Cleome, en 1’occurrence de
C.viscosa, et C. rutidosperma, possédent un effet analgésique (Bose et al., 2007,
Parimaladevi et al., 2003).

Le criblage phytochimique effectué sur I’extrait hydroalcoolique de C.arabica a
révélé la présence de phytoconstituants, comme les alcaloides, flavonoides (quercetine,
apigenine, kaempferol), et triterpenes (Koyama et al., 2001, Sukma et al., 2002,
Deachapunya et al., 2005, Ajaiyeoba et al., 2008, Nsonde-Ntandou et al., 2010). Ces
constituants sont susceptibles d’étre responsables de ’effet analgésique observé a travers les

trois tests de I’extrait hydroalcoolique de C.arabica.

Ce résultat nous incite a approfondir cet aspect par une étude pharmacologique
rationnelle. Le point de départ serait de procéder par un fractionnement pharmaco-guidé de
I’extrait hydroalcoolique dans le but d’identifier et d’isoler la ou les molécules impliquées
dans I’activité. Ceci pourrait étre poursuivi par 1’évaluation des effets des molécules pures et

de leurs mécanismes d’action.
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10- Effet cicatrisant de C. arabica

Les résultats des deux types d’essais (brulures thermiques et test d’excision) effectués pour

I’évaluation de I’effet cicatrisant de 1’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de la plante

C.arabica sont présentés comme suit :

10-1 Plaies de bralures thermiques

Les résultats obtenus dans le cas des brulures thermiques pour les trois lots control —

(physiologique), lot témoin + (Cicatryl®) et le lot traité par I’extrait hydroalcoolique de la

partie aérienne de C.arabica sont présentés dans le tableau 32, en exprimant 1’évolution de la

contraction des plaies.

Tab 32: Pourcentage d’évolution de contraction des plaies.

Pourcentage de contraction (#)

Lot
Jo J3 J6 J9 J12 J15
Control — - 3,99+1,15 6,16 £ 1,21 13,24+ 1,42 34,80+ 1,13 65,60 + 1,40
Témoin + - 435+129 |13,12+1.24*| 21,30+1,28* | 44,18 +1,32* | 80,08 + 1,08*
EXTETH - 7,68 £1,07* | 14,68 +1,12* | 28,59 + 1,46*" | 55,50 + 1,26*" | 91,69+1,01**"

# : Valeur exprimée en moyenne + ET, Test de student (n=6) ; (*: P < 0,01, **P < 0,001) : valeur comparée au control —,

(+:P<0,01) : valeur comparée au témoin +.

Le tableau 33 et la figure 47 présentent la progression et la description de la

contraction des plaies de brilures thermiques chez le model lapin.
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Tab 33 :

Présentation des résultats des plaies Bralures thermiques.

Jours

Description des résultats

JO

Pratiqguement toutes les plaies présentent la méme surface et la méme
texture.

J3

Toutes les plaies des différents lots ont présenté un aspect sec, avec
un gonflement léger et un changement de la couleur de la peau brulée.
Notant que les plaies traitées par le témoin + ont été légerement
humides par rapport aux autres plaies. La différence des taux de
contraction a ce jour n’est pas vraiment importante et qui varie de 4 a
7%.

J6

la couche supérieure n’est pas encore détachée mais un début d’un
épaississement est remarqué. La taille des plaies a connu une
diminution dont I’extrait hydroalcoolique a présent¢ un taux de
contraction important (14,68 + 1,12%) par rapport a celui du controle-
(6,16 £ 1,21%) et moins important par rapport a celui enregistré par le
témoin + (13,12 + 1,24%).

J9

Un épaississement important de la peau des plaies était remarqué chez
les lots traités, et la contraction est débutée par un détachement de la
peau brulée a partir des bords. Les lots traiteés par EXT ETH et le
témoin+ ont présenté des taux de contraction importants (28,59
+1,46%, et 21,30 + 1,28%) par rapport au lot control — (13,24 + 1,42
%).

J12

Toutes les plaies ont été dépourvues totalement de la couche de la
peau brulée, et les tailles des plaies ont vraiment diminué avec des
taux de 55,5 £ 1,26%, 44,18 + 1,32% et 34,80 +£1,13 % pour les lots
EXT ETH, témoin + et le lot control- respectivement.

J15

La contraction est presque totale pour le lot EXT ETH (91,69 +
1,01%). La contraction estimée du lot témoin + est égale a 80,68 +
1,08 %, alors que les plaies non traitées ont montré une contraction de
65,60 £1,40 %.
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LOT Control - Témoin + (Cicatryl®) EXT ETH

Jo

J3

J6

J9

J12

J15

Fig 47: Progression de la cicatrisation des plaies de bralures thermiques chez le model lapin.
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Chronologies de contraction des plaies

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
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Témoin +
—=¢=— Control -

Contraction des plaies

J0 13 16 J9 112 J15

Jours apreés les brllures

Fig 48: Evolution de la contraction des plaies des bralures thermiques.

La lecture des résultats des tableaux et de la figure 48 montre clairement qu’il y’a une
différence significative dans I’évolution de la cicatrisation entre d’une part le lot traité par
I’extrait hydroalcoolique et le control-, et d’autre part, le lot témoin + qui traité par la
pommade (Cicatryl®) et le control -.

Concernant ’extrait, une différence significative avec le control- est observée dans la

contraction des plaies dés le 3°™ jour (J3) et jusqu’a la fin de I’expérience. Quant au lot traité
par la pommade, cette différence avec le control — n’est visible qu’a partir du gome jour (J6) et

se maintien jusqu’a la fin de I’expérience.

La comparaison entre les lots traités par la pommade et 1’extrait hydroalcoolique de
C. arabica montre que ce dernier présente une meilleure efficacité concernant la contraction

des plaies observable dés le 3°™ jour (J3) et se maintient jusqu’a la fin de la période d’essai.

A Pissu du 15°™ jour (J15), le lot traité par 1’extrait hydroalcoolique montre une contraction
presque totale des plaies. Cette contraction est significativement meilleure que celle du lot

traité par la pommade témoin, et le lot control-.

110



Résultats & discussion

10- 2 Effet cicatrisant sur les plaies d’excision

Le tableau 34 présente 1’évolution dans le temps du pourcentage de contraction des plaies

exprimée en moyenne + ET.

Tab 34: Evolution des plaies d’excision exprimée en pourcentage de contraction.

Pourcentage de contraction (#)
Lots
JO J3 J6 J9 J12
Control - - 592 + 1,37 16,39 + 0,49 37,62+0,89 | 67,76+1,53
Témoin + - 478 + 1,4 24,04+0,92" | 47,32+1,03° | 79,48 +0,78"
EXT ETH - 6,92 +1,17 36,65+113 "7 [71,13+0927 7| 92+0,817"

# . Valeur exprimée en moyenne + ET, test de student (n=6), (* : P < 0,01, **P < 0,001) : valeur comparée au control —. (+ :
P <0,01) : valeur comparée au témoin+.

Tab 35: Description des résultats des plaies d'excision.

Jours

Présentation des résultats

JO

la forme et la taille des plaies des différents lots traités et non traité sont
Pratiqguement semblables.

J3

La taille et la forme des différentes plaies sont légerement différentes
avec des taux de contraction de 5,92 +1,37%, 4,78 £1,4% et 6,92 £1,17%
pour le control -, le témoin + et lot traité par I’extrait respectivement.

J6

Une réduction importante des surfaces des plaies traitées par ’extrait de
la plante (36,65 = 1,13%), ce qui signifie une amélioration de la
contraction. Le lot control a présenté le taux le plus faible qui est de
16,39 + 0,49 %, alors le lot traité par cicatryl® a présenté un taux de
24,04 £ 0,92 %.

J9

La contraction des plaies est de plus en plus importante, principalement
le lot traité par I’extrait de la plante (71,13 + 0,92%). Les taux de 47,32 +
1,03%, 37,62 + 0,89% sont enregistrés par le lot témoin + et le lot control
— respectivement.

J12

La contraction est presque totale pour le lot traité avec 1’extrait de la
plante (92 + 0,81 %), et moins importante pour les deux autres lots
témoin + et control — (79,48 £ 0,78 %, 67,76 £ 1,53 %).
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LOT Control- Témoin + EXT ETH

JO

J3

J6

J9

J12

Fig 49: Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision chez le model lapin.
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Chronologies de contraction des plaies

100
90 -
80
70
60 -
50

40 -+
30 - —— Control -

20 : —fi— Témoin +
10 - EXTETH

Contraction des plaies

J0 13 16 19 112

Jours apreés les excisions

Fig 50: Evolution de la contraction (%) des plaies d’excisions.

De la lecture du tableau (34, 35) et de la figure (49, 50), les résultats montrent qu’a J3
il n y’a pas de différences significatives entre le lot traité par I’extrait hydroalcoolique et le
lot control - . Cette remarque est aussi valable pour le lot traité par la pommade témoin et le

lot control -.

De J6 jusqu’a J12, une bonne évolution de la cicatrisation est observée pour les lots traités
par I’extrait hydroalcoolique de la plante C.arabica et par la pommade comparée au lot
control- (P < 0,001).

Le lot traité par I’extrait montre une €volution significativement meilleure de la guérison, sur

la période de J6 jusqu’a J12, par rapport au lot traité par la pommade (P < 0,01).

Dans la présente étude, il est utile de souligner que seul le paramétre contraction des
plaies a été évalué sur les deux tests (brulures thermiques et excision). Toute fois, ce seul
parametre demeure insuffisant pour évaluer I’efficacité clinique chez 1’animal et doit étre

complété par la mesure d’autres paramétres, notamment, biochimiques, et histologiques.

Le parametre contraction des plaies demeure une bonne indication pour déceler d’éventuels
extraits potentiellement actifs. La contraction de la plaie indique le taux de la zone cicatrisée
pendant le processus de cicatrisation, et un taux important de contraction de la plaie indique

une meilleure efficacité du traitement (Krishnappa et al., 2016).
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Les résultats obtenus montrent que 1’extrait hydroalcoolique est doué¢ d’une activité
cicatrisante comparable & celle de la pommade Cicatryl® par rapport au paramétre régression

des plaies.

Nos résultats confortent ceux obtenus lors d’une étude réalisee par Singh et al., 2017
sur plusieurs fractions (extrait méthanolique, éther de pétrole, acétate d’éthyle, et 1’extrait
aqueux) des graines de Cleome viscosa. Cette étude a révélé un potentiel cicatrisant trés
important des différentes fractions dont 1’extrait méthanolique a enregistré un pourcentage de

contraction de 90,89 £ 0,69% sur une période d’épithélialisation de 23 jours.

D’autres travaux rapportent 1’effet important de I’extrait hydroalcoolique de plusieurs
plantes. Les travaux de Farahpour et al., (2016) indiquent que I'extrait éthanolique de Moltkia
coerulea augmente significativement (p <0,05) le pourcentage de contraction de la plaie
d’excision, caractérisée par une distribution de fibroblastes et de fibrocytes remarquablement
supérieure par rapport aux autres lots. Bramara et al., (2017) rapportent que lI'administration et
I’application de I'extrait hydroalcoolique de Lepidium meyenii démontre un effet dose-
dépendant remarquable sur les différentes étapes de la cicatrisation ; telles que la synthése du
collagéne, la contraction, et la réduction de la charge bactérienne de la plaie.

Bensegueni., (2007) rapporte que 1’huile de lentisque est douée d’un effet cicatrisant
important pour le traitement des brdlures, ce qui est aussi confirmé par les travaux de
Boulebda et al., (2009), Belfadel., (2009), Djerrou et al., (2010), Maameri et al., (2012), et
Abdeldjelil., (2016).

Selon Bahramsoltani et al., (2014), les produits naturels cicatrisants peuvent agir par
un des mécanismes suivants : effet antioxydant antimicrobien, anti-inflammatoire, ou

stimulation de la synthése du collagéne.

Les travaux antérieurs réalisés par d’autres auteurs ont démontré que C. arabica est
douées de propriétés antioxydantes (Djeridane et al., 2010, Tigrine et al., 2013). Nos travaux
sur I’extrait hydroalcoolique utilisant les tests antioxydants in vitro (DPPH, FRAP,

Phosphomolybdenum) confortent cette information.

Au cours du processus de la cicatrisation, et spécialement pendant la phase inflammatoire, les
cellules neutrophiles a activité phagocytaire et non phagocytaire entrainent la production des
radicaux libres (Forman & Thomas., 1986, Dobke et al., 1989, Chan et al., 2009) dans la
plaies. Ceci entraine un déséquilibre de la balance oxydative malgré les mécanismes de

protection de ’organisme qu’ils soient enzymatiques (catalase, superoxyde dismutase) ou
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non enzymatique (vitamine C, E, glutathion, polyphenols) (Nguyen et al., 1993, Horton.,
2003). L’ajout des antioxydants dans le traitement des briilures était effectué dans plusieurs
études experimentales et cliniques. Suite a cette action, une amélioration du phénomene de la
cicatrisation et des effets bénéfiques ont été rapportés tel que : la réduction de I’incidence de

I’infection de la plaie, la réduction du temps de guérison (Sahib et al., 2010).

D’autre part, on note que parmi les contaminants les plus courants dans les plaies sont
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa et

Clostridium perfringens, Clostridium tetani et les bacilles coliformes.

De cet effet, Heisey & Gorham., (1992) note que C. arabica est pourvue d’un pouvoir
antibactérien. D’autres travaux sur des espéces du genre Cleome ont mis en évidence ;
Sudhakar et al., (2006) rapportent que I’extrait éthanolique des feuilles et des fleurs de
Cleome viscosa a présenté un large spectre d’activité antimicrobienne, particuliérement
important contre Escherichia coli, et pseudomonas aeruginosa et modéré en présence des
especes Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Staphylococus aureus, Streptococcus faecalis,
Candida albicans. De méme, I’extrait de Cleome droserifolia a prouvé un effet moderé avec
Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, et un effet antibactérien plus important avec des zones
d’inhibition qui varient entre 11 a 20 mm contre les espéces bactériennes Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida Albicans, Microsporum canis, Trichophyton

mentagrophytes (Khafagi & Dewedar., 2000).

Plusieurs travaux ont signalé que C.arabica posséde des propriétés anti-
inflammatoires. Bouriche et ses collaborateurs (2005) ont démontré que 1’extrait des feuilles
de C. arabica présente un effet anti-inflammatoire comparable a celui de la quercetine et la
rutine. Ainsi, I’extrait éthanolique de Cleome rutidosperma était testé pour son effet anti-
inflammatoire contre un agent irritant. Cette activité est confirmée par la capacité de 1’extrait

a réduire I’cedéme local sur la patte du rat. (Bose et al., 2007).

A ce stade, on pourrait postuler que I’activité cicatrisante de 1’extrait hydroalcoolique
de Cleome arabica pourrait étre associée en partie a son pouvoir antioxydant, antibactérien et
anti-inflammatoire. 1l serait utile de procéder a une évaluation plus compléte de Cleome

arabica, notamment, sur son effet sur la production de collagene.
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L’>Algérie présente un patrimoine végétal important par sa richesse et sa biodiversité
dans les régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes. Cette richesse floristique est considérable et comporte des milliers d’espéces de
plantes qui présentent divers intéréts médicinales et autres. Les plantes médicinales font
I’objet de recherche scientifique soutenue en vue de les valoriser comme source de

substances naturelles bioactives.

Cette étude s’inscrit dans une double perspective de développement économique et de
gestion durable des ressources naturelles. Le théme s’intéresse particuliérement a une espece
désertique du genre Cleome, qui est menacée du fait du changement climatique que subit
notre pays ces derniéres années. Cette plante s’appelle Cleome arabica connue sous
I’appellation locale de « Natten ». Malgré son importance dans 1’écosystéme ou elle évolue,
elle demeure insuffisamment étudiée a la fois sur le plan phytochimique et

pharmacologiques.

Le but ultime de cette étude est d’approfondir les connaissances sur cette plante

importante. Deux objectifs spécifiques sont fixeés :

- Caractérisation quantitative du contenu en composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides, tanins) dont les différentes parties de la plante (feuilles, graines, et
racines), complétée par une analyse HPLC/DAD/MS.

- Evaluation in vivo et in vitro des activités biologiques (antioxydante, analgésique,

cicatrisante) et potentiel toxique (toxicité aigue, cytotoxicités).

Sur le volet chimique, l’analyse par HPLC/DAD/MS a révélé que [D’extrait
hydroalcoolique des trois parties de C.arabica est marqué par la présence des flavonoides
principalement du type flavonol a diverses génines (quercetine, keampférol, et
isorhamnetine). Des acides phénols ont également été identifiés dans les extraits des graines,
principalement les acides ferulique, para-hydroxybenzoique, et para-coumarique, et dans les

racines des dérivés des acides tricaffeoylquinique, gallique, ferulique et de I'acide vanillique.

Sur le plan quantitatif, I’analyse par HPLC/DAD/MS a révélé que 1’extrait des feuilles
présente un contenu relativement plus important notamment en flavonoides par rapport a

celui des extraits des graines et racines. Ceci conforte les résultats du dosage
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spectrophotométrique, qui a révélé un taux élevé en phénols totaux et en flavonoides de

I’extrait des feuilles comparé a ceux des racines et des graines.

Notre ¢étude a permis d’établir le profil en composés phénoliques des parties

végétatives (graines, et racines) de Cleome arabica non auparavant étudiees.

Sur le volet biologique, I’évaluation du potentiel antioxydant par les trois tests in vitro
(DPPH, FRAP et Phosphomolybdenum) montre un pouvoir antioxydant important de 1’extrait
des feuilles, comparé a ceux des graines et des racines. Ceci pourrait étre justifié par la
présence dans les feuilles d’un contenu relativement important en composés
phénoliques, comme il a été révélé auparavant par les analyses phytochimiques. Une
corrélation positive a été démontrée entre les contenus en phénols totaux et flavonoides des
différentes parties (feuilles, graines, et racines) de la plante et leur pouvoir antioxydant

respectifs.

L’évaluation par les trois tests de douleur ; tail flick (ED50 291,84mg/Kg P.C), plaque
chauffante (ED50 848,53mg/Kg P.C), et test de torsion (ED50 683,52mg/Kg P.C) a montré
que I’extrait hydroalcoolique de la partic aérienne de Cleome arabica possede un pouvoir

analgésique dose-dépendant, qui se manifeste par un mécanisme central et/ou périphérique.

L’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne s’est révélé également doué d’une activité
cicatrisante chez le lapin dans le cas de plaies d’excision et thermique. Cet effet cicatrisant de
I’extrait de C. arabica s’est montré significativement plus important que la pommade

commercialisée (Cicatryl®) utilisée comme témoin.

Sur le volet toxicité, les essais de toxicité aigue pratiqués par deux voies
d’administration (per os, IP) a différentes doses ont montré que 1’extrait hydroalcoolique de
la partie aérienne de C. arabica est dénoué de toxicité chez les rats aux doses maximales

prescrites.

D’autre part, le test de larves de crevettes Artemia salina a différentes doses (1 ; 0,5 ;
0,25; 0,1 mg/ml) montre une mortalité éleveée dans tous les lots traités par les extraits des
différentes parties de la plante, notamment par celui des graines. Les DL50 obtenues pour les

extraits des graines, racines et feuilles sont 85,31 ; 228,55 ; 242,66 pg/ml respectivement.

Pour sa part, le test d’hémolyse pratiqué a différentes doses (1 ; 5; 10 ; 20 mg/ml) a

montré également que ’extrait des graines possede le pouvoir hémolytique le plus élevé
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comparé aux deux autres extraits des feuilles et des racines avec des DL50 égales a 4,1 ;
16,7 ; 38,83mg/ml, respectivement. Toutefois, les valeurs des DL50 reflétent une activité
hémolytique faible. La présence des saponines révélées lors screening préliminaire pourrait

étre associées a I’effet hémolytique observé.
En conclusion,

Sur le volet chimique, les analyses faites restent partielles et ne refletent pas la totalité
du profil chimique de la plante ; a part, les composés phénoliques objet de cette étude, les
autres classes de produits naturels, comme les stéroides et triterpénes, reportés auparavant
dans I’espece, demeurent insuffisamment caractérisés. Ces composés pourraient étre associés

aux activités étudiées dans ce travail.

Sur le volet biologique, I’effet antioxydant pourrait étre I'un des mécanismes
expliquant D’effet analgésique observé chez Cleome arabica. Cette plante contient des
antioxydants comme les flavonoides, en ’occurrence les flavonols, qui peuvent prévenir la
douleur musculaire en accélérant le processus de réparation des tissus au niveau moléculaire
(Gonzalez-Gallego et al., 2010. De maniere spécifique, les flavonoides inhibent 1’enzyme
NOS responsable de la synthése de 1’oxyde nitrique, qui est déclencheur chimique de

I’inflammation.

De méme, I’effet antioxydant des extraits de C.arabica peut contribuer au processus
de la cicatrisation. L’ajout des antioxydants dans le traitement des brllures entraine une
amélioration du phénomene de la cicatrisation (réduction de I’incidence de I’infection de la
plaie, et du temps de guérison). Ceci est di a I’inhibition de la production des EOR,
notamment par les flavonoides. Cette derniére peut s’effectuer directement par formation de

complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe de ces molécules (Sahib et al., 2010).

Notre évaluation chez I’animal a permis de mettre en évidence une activité
analgésique et cicatrisante qui conforte certaines utilisations traditionnelles connues de la

plante entant que cicatrisant et reméde contre la douleur.

La nature des molécules impliquées dans les activités observées méritent d’étre
explorées. Ceci pourrait étre réalisé grace a une approche de fractionnement bioguidé. Les
molécules actives identifiées pourront par la suite étre réévaluées et éventuellement modulées

par rapport a leurs réponses biologiques et toxicologiques.
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L’absence de toxicité a court terme aprés administration chez le rat (p.os, I.P) de
I’extrait de la partie aérienne de C.arabica, associée au faible pouvoir hémolytique donnent
des indications favorables a I’innocuité de la plante. Toutefois, des études de toxicité plus
large (sub-chronique, chronique, effet mutagene, reprotoxiciteé, etc.) doivent étre faites pour
évaluer le potentiel toxique ou non de C.arabica.
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Résumé

Résumeé

Cleome arabica ssp arabica a fait 1’objet d’une étude phytochimique et
pharmacologique dont I’objectif ultime est la valorisation de cette espéce desertique
menaceée.

Les différentes parties végétatives (feuilles, graines et racines) de C. arabica ont subi
une extraction hydroalcoolique. Les extraits préparés ont été évalués pour leurs
activités antioxydante, antalgique et cicatrisante, ainsi que leur potentiel toxique.

En paralléle, une évaluation quantitative a été faite du contenu des extraits des
différentes parties végétatives en phénols totaux, flavonoides et anthocyanidines,
complétée par une analyse chromatographique (HPLC/DAD/MS). Ces derniers
examens ont révélé, d’une part que les extraits des feuilles sont les plus riches en ces
composés phénoliques par rapport aux autres parties de la plante, et d’autre part, que
les extraits hydroalcooliques des trois parties sont marqués par la présence des
flavonoides principalement du type flavonol a diverses génines (quercetine,
keampferol, et isorhamnetine). Des acides phénols ont également été identifiés dans
les extraits des graines, principalement les acides ferulique, para-hydroxybenzoique,
et para-coumarique, et dans les racines des dérivés des acides tricaffeoylquinique,
gallique, ferulique et de I'acide vanillique.

L’évaluation du potentiel antioxydant par les trois tests in vitro (DPPH, FRAP et
Phosphomolybdenum) a montré un pouvoir antioxydant important de ’extrait des
feuilles, comparé a ceux des graines et des racines avec une corrélation positive vis-a-
vis de leurs contenus en phénols totaux et flavonoides.

Les doses effectives obtenues par les trois tests de douleur sont, pour tail flick (ED50
291,84mg/Kg P.C), plaque chauffante (ED50 848,53mg/Kg P.C) et test de torsion
(ED50 683,52mg/Kg P.C). L’effet analgésique de 1’extrait hydroalcoolique de la
partie aérienne de C. arabica s’est révélé dose-dépendant.

Ce méme extrait est doué également d’une activité cicatrisante chez le lapin dans le
cas de plaies d’excision et thermique. Cet effet cicatrisant de ’extrait de C. arabica
s’est montré significativement plus important que la pommade commercialisée
(Cicatryl®) utilisée comme témoin.

Les essais de toxicité (toxicité aigue, effet hémolytique) ont montré que I’extrait
hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica est dénoué de toxicité aux doses
maximales prescrites.

Mots clés : Cleome arabica ssp arabica, HPLC/DAD/MS, phénols totaux,

flavonoides, bioactivité, toxicité.



Abstract

Abstract

Cleome arabica ssp arabica, a threatened desert plant, has been subjected to the
phytochemical and pharmacological screening.

Hydroalcoholic extracts from different parts (leaves, seeds and roots) of C. arabica
have been tested for their antioxidant, analgesic and wound healing activities, as well
as their toxic potential.

Quantitative evaluation of the total phenols, flavonoids and anthocyanidins contents
of the different extracts were made and completed with chromatographic
HPLC/DAD/SM analysis. The obtained results revealed that leaves extract was
characterized by a highly content in phenolic compounds, compared to other extracts.

Hydroalcoholic extract of the three parts of plant were marked by the presence of
flavonoids, specially of flavonols type (quercetin, keampferol, and isorhamnetin).
Phenolic acids content is marked by the presence in the seeds extract of ferulic acid,
para-hydroxybenzoic acid, and para-coumaric acid, and in the roots extract of
tricaffeoylquinic, gallic, ferulic, and vanillic acids.

Evaluation of antioxidant effect made by the three in vitro tests (DPPH, FRAP and
Phosphomolybdenum) showed a highly antioxidant activity of the leaves extract
compared to those of seeds and roots. A direct correlation was found between phenol
total and flavonoids contents and antioxidant activity.

The effectives doses obtained by three pain tests, namely tail flick, hot plate and
acetic acid test were 291,84mg/Kg, 848,53mg/Kg and 683,52mg/Kg respectively.
Analgesic activity of the aerial part of C. arabica was found to be dose- dependent.

The Hydroalcoholic extract displayed on excision and thermal healing activities
wounds. The wound healing effect of C.arabica was significantly more important
than that of a commercial ointment used as a positive control (Cicatryl®).

Toxicity assays (acute toxicity, and hemolytic effect) have showed that
Hydroalcoholic extract of aerial part of C. arabica is safe at the maximal described
doses.

Key words: Cleome arabica ssp arabica, HPLC/DAD/MS, total phenols,
flavonoids, bioactivity, toxicity assays.
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Résumé

Cleome arabica ssp arabica fait 1’objet d’une étude phytochimique et pharmacologique dont 1’objectif
ultime est la valorisation de cette espece désertique menacée.

Les difféerentes parties végétatives (feuilles, graines et racines) de C. arabica ont subi une extraction
hydroalcoolique. Les extraits préparés ont été évalués pour leurs activités antioxydante, antalgique et
cicatrisante, ainsi que leur potentiel toxique.

En parallele, une évaluation quantitative a été faite du contenu des extraits des différentes parties
végétatives en phénols totaux, flavonoides et anthocyanidines, complétée par une analyse
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Des acides phénols ont également été identifiés dans les extraits des graines, principalement les acides
ferulique, para-hydroxybenzoique, et para-coumarique, et dans les racines des dérives des acides
tricaffeoylquinique, gallique, ferulique et de I'acide vanillique.

L’¢évaluation du potentiel antioxydant par les trois tests in vitro (DPPH, FRAP et Phosphomolybdenum) a
montré un pouvoir antioxydant important de 1’extrait des feuilles, comparé a ceux des graines et des
racines avec une corrélation positive vis-a-vis de leurs contenus en phénols totaux et flavonoides.

Les doses effectives obtenues par les trois tests de douleur sont, pour tail flick (ED50 291,84mg/Kg P.C),
plague chauffante (ED50 848,53mg/Kg P.C) et test de torsion (ED50 683,52mg/Kg P.C). L’effet
analgésique de I’extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de C. arabica s’est révélé dose-dépendant.

Ce méme extrait est doué également d’une activité cicatrisante chez le lapin dans le cas de plaies
d’excision et thermique. Cet effet cicatrisant de 1’extrait de C. arabica s’est montré significativement plus
important que la pommade commercialisée (Cicatryl®) utilisée comme témoin.

Les essais de toxicité (toxicité aigue, effet hémolytique) ont montré que 1’extrait hydroalcoolique de la
partie aérienne de C. arabica est dénoué de toxicité aux doses maximales prescrites.
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