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Résumé

Le travail de la présente these vise a évaluer les activités antioxydantes, anti-inflammatoires
analgésiques et immunomodulatrices des extraits méthanoliques (EM) et aqueux (EA) des
différentes parties d’Asphodelus microcarpus’, une plante de la famille des Liliaceae.
L’estimation des quantités des polyphénols et des flavonoides a montré que les EM sont plus
riche que les EA, en polyphénols (377-755,03 et 164-704 mgEAG/g, respectivement) et
flavonoides (15.37-42,2 et 7,6-25,93 mg ER/g, respectivement). Six tests ont été réalisés pour
I’étude de I’activité antioxydante des extraits : DPPH, ABTS, OH’ scavenging, chélation du
fer ferreux, pouvoir réducteur et B-caroténe/acide linoléique. L’évaluation quantitative du
pouvoir piégeur du DPPH montre que les EA des feuilles (EAF et EMF) sont les plus actifs
avec des ICsy de I’ordre de 33,33 et 98 pg/mL, respectivement. Par ailleurs, les extraits EMF,
EAF, et EA de partie aérienne (EAPA) se sont révélé les plus actifs comme piégeurs du
radical ABTS" avec des ICs respectives de 22,29, 55,3 et 55,6 pg/mL. Les effets d’inhibition
du radical OH’, les plus importants sont obtenus avec les extraits EAPA, EATF, EMPA et
EMTF (ICso = 490, 650, 822 et 839 ug/mL, respectivement). Le test de chélation du fer
ferreux a montré que les extraits aqueux, EAPA, EA tiges-fleurs (EATF) et EA racines (EAR)
sont de bons chélateurs avec des ICsy de I'ordre de 60, 63 et 79 pg/mL. Tous les extraits
méthanoliques et aqueux d’Asphodelus microcarpus possédent un pouvoir réducteur
remarquable dans ’ordre : EMPA > EMTF > EMF > EAF > EATF > EAPA > AR > EMR.
L’inhibition de [D’oxydation de [D’acide linoléique/B-caroténe a montré une activité
antioxydante relativement importante pour EAF, EAPA, EATF et EMTF (1% = 99, 96,14,
94,6 et 88,02%, respectivement). Les effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs ont
été étudiés in vivo sur des modeles animaux. Les deux tests d’inflammation induite, par le
Carragénine (Carrageenan Induced Paw Edema : CIPE) et par le xyléne (Xylen-Induced Ear

Edema: XIEE) ont montré que les extraits APME et RME ont produit un effet anti-



cedématogene significatif (p <0,05) avec la dose de 500 mg / kg pour le CIPE apres 6 h
(58,04%, 58,75%, respectivement). Les extraits APME, LME SFME et RME (100, 300 et 500
mg / kg) ont montré une inhibition significative (p < 0,05) de I’cedéme pour le XIEE. Dans
I’arthrite induite par la formaline chez les rats, le traitement par voie orale par 50, 100 ou 200
mg/kg des EM et des EA a révélé une inhibition significative du gonflement des pattes de 38,
81 -60,4% et 50- 89,11% respectivement.

L’effet immunomodulateurs des EM et EA des doses de 50, 100 et 200 mg/kg ont provoqué
une immunostimulation significative de la production des anticorps chez les souris
immunisées par les globules rouges de mouton allant de 19-88% et 23—-80% respectivement.
L’¢étude in vivo a montré un effet analgésique périphérique du type acide acétique significatif
aux les doses 100, 300 et 500 mg/kg avec des pourcentages d’inhibition de 86-100% et 83-
88% respectivement pour les EM et EA, effet comparable a celui de I’aspirine. En conclusion,
les extraits aqueux et méthanoliques d’A. microcarpus présentent des propriétés anti-
inflammatoires, antioxydantes, antiarthritiques, analgésiques et immunostimulatrices
intéressantes. Cette étude soutient l'utilisation traditionnelle de cette plante pour traiter
certains désordres liés a I’inflammation et pourrait constituer une base pharmacologique pour

son utilisation thérapeutique dans les cas d’inflammation et d’immunodéficiences.

Mots clés : Immunomodulation, effets anti-inflammatoires, Asphodelus microcarpus, extraits

de plante, antioxydants, analgésique.



Abstract

The present work aims to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and
immunomodulatory activities of the methanolic (ME) and aqueous (AE) extracts of the
different parts of Asphodelus microcarpus, a plant of the Liliaceae family. The determination
of the amounts of polyphenols and flavonoids has shown that ME are richer than AE, in
polyphenols (377-755,03 et 164-704 mgEAG/g, respectively) and flavonoids (15.37-42.2 and
7.6-25.93 mg ER/g, respectively). Six tests were carried out for the study of the antioxidant
activity of the extracts: DPPH, ABTS, OH" scavenging, ferrous iron chelation, reducing
power and B-carotene / linoleic acid. The quantitative evaluation of the scavenging power on
DPPH showed that the LAE and LME extracts are the most active with ICso values of 33.33
and 98 pg / mL, respectively. Furthermore, the LME, LAE and APAE extracts proved to be
the most active as scavengers of the ABTS" radical with respective ICsy of 22, 29, 55.3 and
55.6 pg / mL. The most important inhibition effects of the radical are obtained with the
extracts EAPA, EATF, EMPA and EMTF ICs, value (ICsy value 90, 650, 822 and 839 ug/mL
respectively). The chelating capacity test of ferrous ions showed that the aqueous extracts,
APAE, SFAE and RAE are good chelators with ICsg of the order of 60, 63 and 79 pg/mL. All
the methanolic and aqueous extracts of Asphodelus microcarpus have a remarkable reducing
power in the following order: APME > SFME > LME > LAE > SFAE > APAE > RAE >
RME Inhibition of linoleic acid/B-carotene oxidation showed relatively high antioxidant
activity for LAE, APAE, SFAE and SFME (1% = 99%, 96.14%, 94.6% and 88.02). The anti-
inflammatory and immunomodulatory effects have been studied in vivo in animal models. The
two induced inflammation tests, 'Carrageenan Induced Paw Edema: CIPE' and 'Xylen Induced
Ear Edema: XIEE' showed that APME and RME extracts produced a significant anti-
edematogenic effect (p <0.05) with the dose of 500 mg / kg for CIPE after 6 h (58.04%,

58.75%, respectively). All methanolic extracts (100, 300 and 500 mg / kg) showed significant



(p < 0.05) inhibition of edema for XIEE. In formaline-induced arthritis in the rat, oral
treatment with 50, 100 or 200 mg/kg of ME and AE revealed significant inhibition of paw
swelling of 38.11-60.4% and 50- 89.11%, respectively. The immunomodulatory effect of
methanolic (ME) and aqueous (AE) extracts of the plant at 50, 100 and 200 mg / kg resulted
in significant immunostimulation of antibody production in mice immunized with sheep red
blood cells of 19—88% and 23-80% respectively . The in vivo study showed a significant
peripheral analgesic effect of the acetic acid type at doses of 100, 300 and 500 mg / kg with
inhibition percentages of 86-100% and 83-88%, respectively for EM and EA, effect
comparable to that of aspirin. In conclusion, the aqueous and methanolic extracts of A.
microcarpus have interesting anti-inflammatory, antioxidant, anti-arthritic, analgesic and
immunostimulatory properties. This study supports the traditional use of this plant for the
treatment of certain inflammation-related disorders and could provide a pharmacological basis
for the therapeutic use of Asphodelus microcarpus in cases of inflammation and

immunodeficiency.

Keywords: Immunomodulation, anti-inflammatory effects, Asphodelus microcarpus, plant

extracts, antioxidants, analgesic.
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Introduction

Les vertus thérapeutiques des plantes présentent un regain d’intérét grace a
I’amélioration des techniques extractives et aux progres des méthodes d’analyses structurales
pour la découverte de nouveaux principes actifs. On estime que deux tiers des médicaments
actuels ont une origine naturelle obtenus par hémi synthése ou par modification d’un produit
naturel (Newman et al., 2007). Les plantes constituent une source immense de molécules
chimiques complexes (métabolites secondaires), largement exploités dans les industries
cosmétologiques, agroalimentaires et pharmaceutiques. Parmi ces métabolites, on distingue
les terpenoides, les alcaloides et les polyphénols. Ces derniers et principalement les
flavonoides sont essentiellement connus pour leurs nombreuses activités biologiques, parmi
lesquelles : les actions antioxydante, anti-inflammatoire, analgésique et immunomodulatrice.

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour I’intégrit¢ de
I’organisme, leur traitement est souvent basé sur ’apport des anti-inflammatoires, non
stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides. Tous les AINS, quelles que soient leur voie
d’administration, présentent des risques de toxicité gastro-intestinale et rénale. Cependant,
elle se trouve impliquée dans un trés grand nombre de pathologies humaines. D’une autre
part, le stress oxydant est également a I’ origine de plusieurs maladies humaines allant de
I’inflammation au cancer tout en passant par les maladies cardiovasculaires et 1’arthrite
rhumatoide. De ce fait, la recherche de substances d’origine végétales douces d’activités anti-
inflammatoires et/ou antioxydante s’avere tres utile pour ’amélioration du sante humain tout
en évitant les effets indésirables des molécules de syntheése.

A T’heure actuelle un grand nombre de plantes de la médecine traditionnelle sont
utilisées pour traiter des maladies d’infections, les troubles immunologiques et le cancer
(Ganju et al., 2003). Ceci est basé sur la capacité des plantes & moduler efficacement les

fonctions immunitaires, pouvant ainsi promouvoir la santé positive et maintenir la résistance
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de l'organisme a l'infection (Jayathirtha et Mishra, 2004). L’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies constitue une source d’inspiration de
nouveaux médicaments a base de plantes. Nous avons orienté notre étude pour vérifier un
éventuel effet immunomodulateurs des extraits méthanoliques et aqueux  des différents
parties de la plante Asphodelus microcarpus.
v' Analyse phytochimiques des extraits méthanoliques d’Asphodelus
microcarpus.
v Evaluation de la toxicité aigue des extraits méthanoliques et aqueux des
différents parties de plante étudiée.
v’ Evaluation in vitro de ’activité antioxydante des extraits méthanoliques et
aqueux d 'Asphodelus microcarpus.
v Recherche des propriétés analgésiques des extraits d’A. microcarpus.
v Explorer ’effet des extraits de la plante, in vivo sur le systéme immunitaire

comme anti-inflammatoires et immunomodulateurs.
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1. Antioxydants

1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydant représente l’incapacité pour l’organisme a se défendre contre
I’agression des especes réactives oxygénées (ROS), en raison de 1’existence d’un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacité de défendre des antioxydants (Koechlin-
Ramonatxo, 2006). Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies, cancer,
diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier,

2003).

1.2. Especes réactives de ’oxygene

Les especes réactives de 1’oxygene (Reactive oxygen species : ROS) sont présentes
sous forme radicalaire (radicaux libres) ou non radicalaires. Un radical libre est une espéce
chimique (atome ou molécule) possédant, sur sa couche externe, un ou plusieurs é€lectrons
célibataires extrémement instable, qui lui confére une réactivité (demi-vie courte) vis-a-vis
d’autres molécules, soit a capter un autre électron ; c’est alors un radical oxydant, soit a le
céder ; c’est alors un radical réducteur (Favier, 2003 ; Fontaine, 2009). Les radicaux libres
peuvent €tre désactivés et piégés par des composés antioxydants, qui peuvent inhiber 1'effet
des oxydants en faisant don d'un atome d'hydrogéne ou par des chélateurs (Bursal et al.,

2001).
1.3. Types des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de 1’oxygeéne (ROS) ou d’autres atomes comme
I’azote (Espéce réactive de 1’azote RNS : reactive nitrogen species). On définit les especes réactive
d’oxygéne comme étant une famille d’entités chimiques regroupant les radicaux libres ou des espéces

moléculaires capables de produire des radicaux libres (tableau 1), (Mukhopadhyay et al., 2016),
3
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(tableau 1). Les RNS sont dérivés de 1’oxyde nitrique ou du monoxyde d’azote comme le radical
monoxyde d’azote (NO'., I’anion peroxynitrite (ONOO") et le radical dioxyde d’azote (NO*), (Finaud

et al., 2006).

Tableau 1: Différents types des especes réactives (ROS et RNS), (Fontaine, 2009).

Especes radicalaires Espeéeces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0,” Peroxyde d’hydrogene H,O,
Radical hydroxyle OH’ Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Acide hypochlorique =~ HOCI
Radical alkoxyle RO’ Oxygene singulet (0)3
Monoxyde d’azote NO’ Peroxynitrite ONOO
1.4. Roles des ROS

Les ROS sont connus en biologie pour jouer un double role physiologique et

pathologique.

La production des ROS pro-oxydantes est normale a faible concentration et
s'accompagne d'un réle physiologique important. Selon Droge (2002), les radicaux libres ont

les fonctions physiologiques résumées dans le tableau 2.
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Tableau 2: Principaux réles physiologiques des ROS.

Espece Quelques rdles physiologiques

- Relaxation des muscles lisses ;

- Autres fonctions GMPc dépendantes (modulation des fonctions des
NO’ protéines kinases, phosphodiestérases, et des canaux ioniques) ;

- Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes ;

- Protection contre I’apoptose par inhibition de certaines caspases.

- Transduction du signal ;
- Relaxation du muscle lisse ;
- Activation du NF-kB responsable de I’expression du géne de I’'IL-2 ;
02'7 - Activation de la protéine kinase C;
et dérivés  -.Ameélioration des fonctions immunologiques par amplification du signal
intracellulaire dans les lymphocytes T;
- Induction de I’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales ;
- Induction et exécution du phénomeéne d’apoptose ;

'0, - Amélioration des fonctions immunologiques des lymphocytes.

1.5. Cible des ROS et conséquences

En plus des fonctions biologiques, les ROS conduisent a des concentrations élevées, a
des endommagements cellulaires et tissulaires souvent irréversible. En effet, toutes les
macromolécules cellulaires sont des cibles potentielles des ROS (Barouki, 2006 ; Valko et al.,

2007) :

Lipides : les acides gras polyinsaturés sont la cible lipidique majeure des ROS, plus I’acide
gras est insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé (Favier, 2003). Les acides gras
polyinsaturés sont privilégiée de I’attaque par le HO". Ce dernier est capable d’arracher un
hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons. (Fontaine, 2007; Miwa et al.,
2008). Cette réaction est appelée peroxydation lipidique qui conduisent a la formation des
nombreux dérivés toxiques, parmi ces dérivés, le MDA (malondialdéhyde). Et elle provoque
aussi une augmentation croissante de la perméabilité des membranes cellulaires induisant une

5
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altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la cellule, pouvant aller jusqu’a la lyse

complete (Favier, 2003).

Protéines : de fagon comparable a 1I’oxydation des lipides, les prot€inés sont aussi des cibles
pour les ROS, en particulier Les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la
tyrosine et I’histidine, sur lesquels le OH" s’additionne, modifiant la conformation de la
protéine (Schnackenberg, 2002). Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont
celles qui comportent un groupement sulfthydrile (SH), (Stocker et Keaney, 2004). Les sites
actif contenant le groupement Fe-S sont également trés sensibles a I’inactivation par 1’0O,”
(Beckman et Ames, 1998). Les réactions d’oxydation de protéines peuvent €tre classées en
deux catégories : d’une part, celles qui coupent les liaisons peptidiques et modifient la chaine
peptidique, et d’autre part, les modifications des peptides par addition de produits issus de la
peroxydation lipidique comme le 4-HNE (4- Hydroxynonenal). Ces modifications conduisent
généralement a une perte de fonction catalytique ou structurale des protéines affectées et
deviennent généralement plus sensibles a 1’action des protéases et sont donc ¢liminées (Valko

et al., 2007).

Acides nucléiques : les bases nucléiques sont susceptibles d’étre directement oxydées par les
ROS (Barouki, 2006). L’attaque radicalaire peut entrainer 1’oxydation des bases, engendrant
un grand nombre de bases modifiées (Fontaine, 2007; Orban, 2011). Parmi les oxydations des
bases, la guanine peut étre oxydée par le radical hydroxyle en 8-hydroxy-guanosine (8-OH-G)
aboutissant a la formation de 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH-dG) (Valko et al., 2006),
mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un
site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin
(Fontaine, 2007; Orban, 2011). Ces modifications vont perturber la transcription et la

traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine tronquée et/ou non
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fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a I’origine des phénomeénes de mutagénese (Valko

et al., 2006).

Le stress oxydant et les ROS provoquent peuvent étre a 1’origine de dommages cellulaires et
sont donc a I’origine du développement de diverses pathologies (Kone et al., 2012). telles

que le diabete, les désordres rhumatismaux (figure 1), (Luximon ef al., 2002).

s SR o

Cerveau :

Alzheimer
Parkinson
Perte de mémoire
Dépression
Accident vasculaire cérébral

=
s N

Les vaisseaux cardiaques :
Artériosclérose
hypertension

Ischémie
Cardiomyopathie
Arrét cardiaque

Figure 1 : Stress oxydatif et ses conséquences (Nagar et al., 2017).

1.6. Antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

La production excessive ou incontrélée des ROS induit une perturbation du statut redox
pouvant induire de sérieuses altérations des structures cellulaires. Il est donc absolument
nécessaire que cette production de ROS soit contrélée (Halliwell, 1990). En effet, I’organisme
dispose de systémes de défense tres efficaces contre la production et la présence des ROS. Les
molécules controlant cette production sont désignées par le terme d’antioxydants. Un
antioxydant est défini comme toute substance qui en faible concentration par rapport au

substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit 1’oxydation de ce substrat (Pastre et

7
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Priymenko, 2007). Certains antioxydants pie¢gent les radicaux libres en inhibant les réactions a
I’intérieur des cellules provoquées par les molécules de dioxygene et de peroxyde (Benbrook,
2005). Dans le systéme de défense antioxydant de 1’organisme, on distingue des systémes

enzymatiques et des systémes non enzymatiques résumés dans la figure 2.

Enzymatique 4"
| | | Cofacteur ||| Vitamines et dérivés
Enzyme I*~ | Enzyme II 2= Compyme QM0 Vitamine A (rétinol)
= — Vitamine C (acide ascorbique)
SOD Clutathionne réductase [ Minéraux ] Vitamine E (tocophérols et tocotrienol)
Catalase CGlucose6-phosphate - Vitamine K
Clutathionne peroxyde déshydrogénase i"‘lu ; -
S | Caroténoides I
[ Composés B-caroténe
organosulfurés Lycopéne
Flavonoides g Lutéine
| | I Allylesulfide c o -
Flavonoles I Flavonoles I I Anthocyanines I Indoles °m}?°ses azotesnon
= — ——— Clutathione protéiques
Quercétine Catéchine Cyanidine
Kampférol Pélagonidine Pélargonidine - B = Acide urique
Isoflavonoides I Flavanones Flavones Acides ph?nthueS
Genistéine Hespéridine Chrysine - l l
Acides Acides
hyodroxycinnamiques hyodroxybenzoiques
Acide féerulique Acide gallique

Figure 2 :Digramme de classification des antioxydants,

pP-coumarique

antioxydants endogénes (Godman et al., 2011).

1.6.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont représentés essentiellement par la Superoxyde

dismutase (SOD), la Catalase (CAT), et Glutathion peroxydase (GPx) élaborées par

Acide éllagique

vert : antioxydants exogénes, bleu:
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I’organisme. Elles sont présentes en permanence mais leur quantité diminue avec I’age (Mika

et al.,2004).

La SOD est une métalloprotéine qui constitue la premicre ligne de défense contre les
radicaux libres de I’oxygene. Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en oxygene
moléculaire et en peroxyde d’hydrogeéne. Il existe plusieurs SOD qui diffeérent par leur
cofacteur, leur structure et leur localisation cellulaire. C’est ainsi qu’on trouve une forme
cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme
mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD),

(Valko et al., 2007).

La catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus et
cellules, et il posséde une grande affinité a son substrat (Kohen et Nyska, 2002). C’est une
enzyme qui catalyse la transformation du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene

moléculaire, empéchant ainsi la formation du radical hydroxyle (Stocker et Keaney, 2004).

La GPx catalyse la détoxification d’hydroperoxyde en présence de glutathion réduit
(GSH) pour former le disulfure de glutathion (GSSG) et le produit de réduction de

I’hydroperoxyde selon la réaction suivante:

2 GSH + H, O, — GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH — GSSG +ROH + H,O

La GPx agit en synergie avec la SOD puisqu’elles permettent 1’élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acide gras polyinsaturés

(Haleng et al., 2007).
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1.6.2. Antioxydants non enzymatiques

Pour lutter contre les especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) nocives, notre organisme
possede des systemes de défense antioxydants propres mais d’autres sont fournis par
I’alimentation saine et équilibrée, riche en antioxydants, parmi ces molécules antioxydants
exogeénes, on trouve les vitamines E, C ainsi phytoconstituants des plantes tels que les

polyphénols, les caroténoides et autres (Tato Rocha et al., 1994).

1.6.2.1. Vitamines

L’acide ascorbique ou vitamine C est hydrosoluble et considéré comme étant
I’antioxydant naturel le plus puissant. Les aliments ayant la plus grande teneur en vitamine C
sont les agrumes, les kiwis et les 1égumes (Gulcin, 2012). 1l et localisé dans le cytosol et le
fluide extracellulaire (Comhair et Erzurum, 2002). Elle empéche I’oxydation des °‘light
density lipids’ (LDL) produites par divers systemes générateurs d’especes réactives de
I’oxygene (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase),
(Cuzzocrea et al., 2001). La vitamine C peut directement réagir avec des ROS comme OH’ et
0O,’, (Combhair et Erzurum, 2002). Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle
prend une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un réle essentiel dans la

régénération de la vitamine E oxydée (Singh ef al., 2005) .

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des
activités biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isoméres a, B, y et d, avec une activité antioxydante
variable (Singh et al., 2005). L’a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des
tocophérols qui est synthétis¢ par les plantes (Gulcin, 2012). La vitamine E se fixe aux
membranes et stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en captant un radical

lipidique pyroxyle (LOO"). Elle devient a son tour un radical moins actif que le LOO™ et
10
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pourra alors étre pris en charge par une autre molécule antioxydante (Evans, 2000 ; Zelek et

al., 2010).

Les caroténoides sont une classe de pigments naturels présents principalement dans les
fruits (Qian et al., 2010) ; le béta-caroténe est le plus connu. Ils sont des précurseurs de la
vitamine A. IlIs sont capables d’inactiver I’oxygeéne singlet et les radicaux libres en
neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables

(Cuzzocrea et al., 2001).

1.6.2.2. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques constituent une famille de molécules tres
largement répandues dans le régne végétal. Ils sont des produits du métabolisme secondaire,
depuis les racines jusqu’aux fruits. Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et
flavonoides) forment le groupe des composés phytochimiques les plus importants des plantes
(Beta et al. 2005). IIs sont des molécules biologiquement actives (King et Young, 1999). Les
recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en particulier
sont trés poussées, en raison de leurs diverses activités comme vasoconstricteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antimicrobiens, antioxydants et anti radicalaires.
Les polyphénols sont capables de piéger des especes radicalaires et de chélater les métaux de
transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les oxydations. Les effets
bénéfiques des polyphénols intéressent particuliérement deux domaines : la phytothérapie et

I’hygiéne alimentaire (Bahorun, 1997 ; Cetkovic ef al., 2008).

1.6.2.3. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont contenus dans certain nombre de plantes agricoles et

médicinales (Psotova et al., 2003). Ces composés sont dérivés de deux sous-groupes distincts,
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les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caf€ique, 1’acide
férulique, I’acide chlorogenique et les acides hydroxybenzoique, mais les plus répandus sont
I’acide salicylique et I’acide gallique. Ils sont considérés comme substances phytochimiques
avec des effets prebiotique, antioxydant et anti-inflammatoire. Certains acides phénoliques
possedent des effets anticancéreux tel que 1’acide férulique et 1’acide caféique qui empéchent
la formation du cancer des poumons chez les souris, et 1’acide gallique qui inhibe la formation

du cancer cesophagien chez les rats (Hale, 2003).

1.6.2.4. Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Da (Sereme et al., 2010). Ils ont de grandes capacités
antioxydantes dues a leurs noyaux phénol leurs permettant le piégeage des radicaux libres et
d’inactivation des ions pro-oxydants. Des études ont montré que de nombreux tannins
présentent des propriétés anti-inflammatoires, antifongiques, anti tumorales, antivirale et anti-

diarrhéique (Maiga et al., 2005).

1.6.2.5. Flavonoides

Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005). Ils constituent les pigments
quasiment universels des végétaux et sont en partie responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles (Havasteen, 2002). Les flavonoides exercent plusieurs roles
tels que la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV, et aussi un role
dans la défense des plantes contre les micro-organismes pathogeénes (Bovy, 2004). Les
flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette carboné

de 15 atomes de carbone (figure 3) constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) reliés par
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une chaine en C3 et le pont a 3 carbones entre les deux phényles forme généralement un

troisieme cycle pyranne (Vermerris et Nicholson, 2006).

Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Vermerris et Nicholson, 2006).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possedent le
méme ¢élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes de
molécules selon le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta,
2000). Quatorze groupes différents ont été identifiés dont les plus importantes sont les
flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones et
les anthocyanes (Harborne et Williama, 2000 ; Kuresh et al., 2002). Les composés de chaque
sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux

cycles aromatiques A et B et le cycle intermédiaire (Julies et Christin, 2002).

Les flavonoides posseédent une forte activité antioxydante qu’est le principe de plusieurs
activités biologiques douées par ces molécules (Saija et al., 1995), qui sont attribuées a leur
capacité de piéger directement les RL, de chélater les ions métalliques impliqués dans la
production des ROS via les réactions de Fenton et Haber-Weiss est d’inhiber quelques

enzymes en particulier les oxydases (Wong, 2006).
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a. Piégeage direct des radicaux libres

L’activité du piégeage des radicaux libres est 'un des mécanismes importants de
I’activité antioxydante des flavonoides. Ce mécanisme est li¢ a leur structure et
principalement a 1’arrangement des groupements hydroxyles (Sokol et al., 2007). Les
flavonoides hydroxylés (FLOH) sont capables de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxyles (FLO") moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété
de donation d'un atome d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction

(Amic et al., 2003) :
FLOH + Re — FLO’ + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO") qui va
subir un changement de structure par résonance ; redistribution des €lectrons impaires sur le
noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport aux R’. En outre
les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs.

(Amic et al., 2003)

FLO" + R"—> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLO + FLO" —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)

b. Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme
d'action n'est pas bien contr6lé ces mémes ions peuvent étre potentiellement dangereux.
(Tigwari, 2001). Grace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides sont considérés

¢galement comme de bons chélateurs des ions métalliques. Ils peuvent facilement chélater les
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ions métalliques en créant des composés complexes inactifs (MaleSev et Kuntic, 2007). Les

sites essentiels pour la chélation des ions métalliques présentés sur la (figure 4).

Me™
-
- |

OH |

I
3
A4 OH

Figure 4: Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Me™"), (Tiqwari,

2001).

c. Inhibition de la xanthine oxydase

De multiples systemes enzymatiques sont responsables de la production des ROS. Ces
enzymes incluent la xanthine oxydase (XO), enzyme clé du métabolisme des purines (Pietta,
2000). Les flavonoides sont des inhibiteurs naturels de la XOR isolés des plantes. Les études
ont montré que les flavonoides inhibent la XOR de maniére compétitive (Lin et al., 2002 ;
Boussoualim et al., 2015). Des études menées sur 1’inhibition de la XO par les flavonoides
ont montré théoriquement I’existence de similarités structurales entre le cycle A des

flavonoides et le noyau puranique de I’hypoxanthine et la xanthine (Rastelli et al., 1997).
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2. Inflammation et anti-inflammatoires

L’inflammation est la réponse des tissus vivants vascularisés a une agression. Le role
de cette réponse inflammatoire est d’éliminer 1’agent agresseur et de permettre la réparation
des tissus. Elle permet donc de maintenir I’intégrité du «soi». L'inflammation est un processus
habituellement bénéfique : son but est de mobiliser le systtme immunitaire afin d'éliminer
l'agent pathogeéne et de réparer les lésions tissulaires (Ashley et al., 2012). Parfois
l'inflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de I'agent pathogene, de sa persistance,
du sieége de l'inflammation, par anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par
anomalie quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans I'inflammation. Ce
processus comprend des phénomenes généraux, exprimés biologiquement par le syndrome
inflammatoire et cliniquement par de la fiévre et une altération de 1’état général du tissu

(Das, 2011).

La réaction inflammatoire est classée en deux catégories : I’inflammation aigué et
chronique. L'inflammation aigu€ est une étape initiale de l'inflammation (de I'immunité
innée), qui est médiée par l'activation du systéme immunitaire (Lin et Karin, 2007). Elle est
caractérisée par sa durée limitée dans le temps (quelques minutes a quelques jours) (Dorward
et al., 2012) . L’inflammation aigue peut étre divisée en trois grandes phases ; une phase
vasculaire immédiate (de 1’ordre de minutes) caractérisée par des modifications de la
microcirculation locale, une phase cellulaire consécutive caractérisée par la mobilisation de
nombreuses cellules immunitaires qui permettra [’¢élimination des microorganismes
pathogénes et des tissus lésés, et une phase de résolution et de cicatrisation qui en quelques

jours conduira a la restauration des tissus (figure 5), (Weill et al., 2003).

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression ou

dans les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ou 1’antigéne ne peut étre éliminé. Elle
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est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années (Rankin, 2004), et étre a

I’origine de nombreuses pathologies, telles que 1’arthrite rhumatoide, et la gotte (Das, 2011).

RESOLUTION
INFLAMMATION AIGUE * Elimination des stimuli nuisibles
* changements vasculaire * Elimination des médiateurs et
e Recrutement des neutrophyles cellules de l'inflammation aigue
o Médiateurs * Remplacement des cellules bléssées

* Fonction normale

L)

e
Blessure ==
e

o Infractus

« Infections bactérienne ® @™ \ o
« Toxines e oFf @l

o Traumatisme

Formation du pus (Abcés)

Guérison

Guérison

o Infections virales \& ! Guérison

« Infections chroniques "k ]

* Blessure persistante FIBROSE

* Maladies auto-immune [NFLAMMTION CHRONIQUE * Perte de fonction
* Anciogénése
« Infiltration des monocytes
 Fibrose

Figure 5. Evolution de I’inflammation aigué (Kumar et al., 2007).

2.1. Médiateurs de I’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires.
Ces médiateurs sont des acteurs importants dans le processus inflammatoire. Ils augmentent la
perméabilité vasculaire, attirent les leucocytes sur le lieu de I’inflammation, favorisent leur
adhésion a l'endothélium, augmentent 1’agrégation des plaquettes (Techer, 2013). Le tableau 3

résume |’origine et les effets des plus importants médiateurs de I’inflammation.
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Tableau 3 : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires (Rankin,

2004; Male et al., 2007 )

Médiateurs Origine Actions
Histamine Mastocytes, Assure la vasodilatation, augmente la
basophiles, éosinophiles | perméabilité vasculaire, induit I’expression des
et plaquettes. molécules d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les
plaquettes. capillaires et stimule la contraction des muscles
lisses.
Facteur Plaquette, neutrophiles, | Assure la vasodilatation, augmente 1’adhésivité
activateur monocytes et cellules de la paroi vasculaire, stimule la broncho
des plaquettes | endothéliales. constriction, 1’agrégation des plaquettes et la
(PAF) libération des médiateurs qu’elles renferment,

induit la production des EOR et la libération
des enzymes lysosomiales par les neutrophiles,
les éosinophiles et les macrophages.

Cytokines Lymphocytes et Me¢édiateurs de la communication intercellulaire,
macrophages qui agissent a faible concentration,
généralement localement par action autocrine et
paracrine grace a la fixation a des récepteurs
membranaires de haute affinité.

2.2. Anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de
synthése du type anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) ou stéroidien (corticoides), (Das,
2011), Les anti-inflammatoires sont nombreux et appartiennent a des familles de médicaments
différents puisqu'on y trouve des analgésiques, des corticoides et des antihistaminiques (Tricot

et Jouzeau, 2014).

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques a

propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande
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hétérogénéité chimique mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de 1’enzyme
cyclooxygenase (COX). L’inhibition de cette enzyme induit une diminution de la production
des prostaglandines (Bidaut-Russell, 2001). Les prostaglandines produites par la COX-1
jouent surtout un réle physiologique (en particulier la protection gastrique), (figure 6), alors

que celles produites par la COX-2 sont surtout générées dans des conditions inflammatoires

(Shaikh et al., 2016).
I Phospholipides membranaires l
Phospholipase A2
1 Acide arachidonique I

Stimulus Stimulus
physiologique inflammatoire

COX-I| constitutive 5 = COX-2 inductible
Estomac, rein, intestin, AINS Sites de l'inflammation

plaquettes, endothélium (macrophages, synoviocytes...)

PGE2 PGI2 TxA2 . : Cytokines,
, inflamma- Protéases
estomac reins plaquettes ; autres
toires
Fonctions physiologiques: Inflammation
protection d'organes Douleur

Figure 6: Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens (Demoly,

2007).

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides, dérivés synthétiques de la cortisone
sont de puissants anti-inflammatoires doués également de propriétés immunomodulatrices et
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antiallergiques. Ces corticoides représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les
maladies inflammatoires chroniques tel que 1’arthrite rhumatoide et les maladies auto-
immunes (Payne et Adcock, 2001). Ils ont néanmoins 1’inconvénient de réduire la défense de
I’organisme et de provoquer des troubles qui peuvent étre aigues (hypertension artérielle,
dérégulation de la synthése naturelle de glucocorticoides, ulcére gastroduodénal...) ou
chroniques tel que ’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids (Henzen, 2003 ; Strehl et

al., 2011).

Bien que l’inflammation soit un phénomeéne normal d’autodéfense de I’organisme
contre des blessures, elle est parfois incontrélée dans les maladies auto-immunes (arthrite
rhumatoide) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (hypersensibilité¢), (Benavente et
al., 2008; Conforti ef al., 2008). Les mastocytes sont des cellules qui participent aux réactions
allergiques et a I’inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires comme 1’histamine
et les cytokines pro-inflammatoires. L.’action pharmacologique des flavonoides suggere qu’ils
pourraient présenter un intérét dans le traitement des allergies en régulant les mastocytes. De
nombreuses ¢études ont indiqué que les flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire

( De medina et al., 2009 ; Soro et al., 2015 ; Aichour et al., 2016 ).

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des
basophiles et des mastocytes. La quercétine a un effet anti-inflammatoire en inhibant quelques
enzymes de synthése des prostaglandines telles que la cyclooxygénase (Gonzalez et al., 2007 ;
Boussoualim et al., 2015). Une étude portant sur I’astragaline, la fisetine, le kaempferol, la
myricétine, la quercétine et la rutine, sur les réactions inflammatoires allergiques induites par

les mastocytes a permis de constater que toutes ces molécules, hormis 1’astragaline, inhibaient
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la sécrétion de I’histamine (Park et al., 2008). De méme, dans la famille des stilbénes, le

resvératrol a montré des propriétés anti-inflammatoires in vivo et in vitro (Renaud, 2011).

2.3. Anti-inflammatoires naturels

Des études menées in vitro et in vivo ont démontré ’effet anti-inflammatoire et
antioxydant d’un grand nombre de plantes utilisées en médecine traditionnelle ainsi que le
mécanisme d’action de plusieurs substances naturelles extraites de ces plantes. Ces substances
actives peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire en inhibant par exemple
I’activation des cellules inflammatoires, la synthése des cytokines pro-inflammatoires

(Duwiejua et Zeitlin, 1993).

v’ Certains constituants de Zingiber officinale, largement utilisé en médecine asiatique et
arabe pour traiter les inflammations et les rhumatismes, inhibent la production du
TNF-o (Tumor Necrosis Factor) en agissant sur I’expression des genes (Setty et Sigal,
2005).

v' Harpagophytum procumbens, plante issue de la médecine traditionnelle africaine,
réduit significativement 1’cedéme de la patte induit par le carragénine (Catelan et al.,
2006). L’activité anti-inflammatoire de H. procumbens est peut étre due a sa capacité
d’inhiber la synthése des eicosanoides et la production du TNF-a par les monocytes
humains ou a son pouvoir de réduire la production de la myelopéroxydase par les
neutrophiles (Setty et Sigal, 2005).

v" Curcuma longa contient des polyphénols qui inhibe la production de la prostaglandine
E2 et I’expression de la cyclooxygénase 2 (Madden et al., 2009). Ce polyphénol
inhibe aussi I’expression des génes de L’IL-6 et de L’IL-8 et diminue de maniére dose
dépendante la production du NO et I’expression de I’enzyme NO Synthéase (NOS)

inductible (Mathy et al., 2007).
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v' Urtica dioica est une plante largement utilisée dans la région méditerranéenne
pour le soulagement d’eczéma et les douleurs arthritiques (Lin et al., 2006).

v Zygophyllum gaetulum est largement utilisée en médecine traditionnelle pour des
indications thérapeutiques trés variées, comme les affections gastro-intestinales,
hépatiques, antidiabétiques (Bellakhdar, 1997) et principalement comme anti-
inflammatoire (Ait El Cadi et al., 2012).

v' La Matricaria pubescens a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle
algérienne pour traiter l'estomac douloureux, le syndrome d'intestin irritable et
comme une aide douce de sommeil. Elle est aussi utilisée pour traiter des maladies
inflammatoires aigués et chroniques. De ce fait, Bouden et al, (2017) a démontré
que l’activité anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Matricaria pubescens
présente une efficacité sur I'eedéme aigue et chronique de la patte des souris induit
par la carragénine, et des rats induit par le collagene type II.

v Teucrium polium est également trés utilisée pour le traitement des cedémes. Son
effet anti-inflammatoire revient a ces composés phenoliques tels que les
flavonoides, 1’acide phénolique et les tannins qui inhibent la synthése de
prostaglandines au niveau périphérique et la formation d'cedéme (Krache et al,
2018).

v' Capparis spinosa est une plante largement utilisée dans la région méditerranéenne
pour le soulagement des douleurs arthritiques, L'écorce des racines a un pouvoir
analgésique, Il est employ¢ aussi dans le traitement du mal de dents. Aichour ef al.
(2018) ont rapporté que le caprier possede un effet anti-inflammatoire, du fait que,
la richesse du plante en poly phénols, flavonoide, les alcaloides, stéroides et

saponines a inhibé considérablement 1’cedéme de la pate induit par la carragénine.
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3. Analgésiques et antalgiques

La douleur est un phénomene pathologique résultant de I’activation des récepteurs
nociceptifs par une variét¢ de stimuli douloureux. Elle posséde des récepteurs appelés
nocicepteurs, des voies de conduction du message nociceptifs et des centres supérieurs. La
définition actuelle de la notion de la douleur a été rendue officielle par I’ASP (International
Association for the Study of Pain): « la douleur est I’expression d’une expérience sensorielle
et émotionnelle désagréable liée a une Iésion tissulaire existante ou potentielle ou décrite en
terme d’une telle 1ésion » (Le Bars ef al., 2001). La durée d’évolution permet de distinguer
deux sortes de douleurs. La douleur aigué est une douleur immédiate, et généralement breve.
Elle est causée par une stimulation nociceptive de I’organisme. Ce type de douleur doit étre
trait¢ dés 1’apergu du signal d’alarme. La douleur chronique est une douleur d’intensité
variable qui a une durée d’évolution de plus de 3 mois. Elle persiste et devient rebelle aux
antalgiques usuels. Au stade de la douleur chronique, elle représente pour le patient 1'essentiel

de sa maladie avec un fort impact psychologique et social (Laroche, 2014).

Les médicaments analgésiques standards utilisés dans la gestion et le traitement de la
douleur sont réparties en trois catégories, a savoir; opioides, analgésiques non morphiniques

et les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens (Portenoy, 2000 ; Rossiter, 2012).
3. 1. Analgésiques opioides

Un opioide est une substance opiacée psychotrope de synthése ou peptidique dont les
effets sont similaires a ceux de la morphine sans y étre chimiquement apparentés. Les
analgésiques opioides sont d’efficacité faible, intermédiaire ou haute, et sont utilisés pour le
soulagement de la douleur 1égere, modérée ou chronique sévere (Rang et al, 2012; Rossiter,

2012). Parmi les opioides a faible efficacité, la codéine utilisée pour soulager la douleur
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légeére a modérée, et le dextropropoxyphene qui a été retiré du marché en raison du risque
accru a des événements cardiovasculaires indésirables. Les opioides a haute efficacité sont
représentés par la morphine, un analgésique opioide précieux utilisé pour soulager les

douleurs séveres, et la méthadone qui a une longue durée d'action (Rossiter, 2012).

Les substances morphiniques agissent comme des agonistes en inhibant la transmission
des influx nociceptifs par la corne dorsale, supprimant ensuite les réflexes spinaux
nociceptifs. Cela se produit sur les récepteurs opiacés dans le systéme nerveux central et
d'autres tissus de liaison (McCarver, 2001). Les récepteurs opioides sont largement distribués
dans le systéme limbique, le thalamus, le striatum, I’hypothalamus, le mésencéphale et la

moelle épiniere (Rang et al., 2012).

3.2. Analgésiques non morphiniques

Les analgésiques non morphiniques regroupent 1’ensemble des médicaments
symptomatiques des douleurs dont le mécanisme d’action est indépendant des récepteurs
opioides (Perrot et al., 2013). Ils agissent principalement par inhibition de la cyclooxygénase,
une enzyme responsable d’une cascade de réactions a I’origine, entre autres, de la douleur.
L’acide acétylsalicylique permet la prévention de la sensibilisation des terminaisons
nerveuses nociceptives aux substances algogéniques (Webster et Jordan, 1989; Rang et al.,

2012).

3.3. Analgésiques d’origine végétale

Les plantes restent une source trés importante pour la recherche de nouvelles molécules
analgésiques. Leurs extraits sont devenus une alternative efficace pour contrecarrer les effets
secondaires potentiels et la faible efficacit¢é des médicaments chimiques. En pratiques

traditionnelles, plusieurs plantes trouvent leur utilisation sous différentes formes de recettes
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comme analgésique. Ainsi, les feuilles fraiches et écorces de Cassia alata pilées et enroulés
autour de la téte ont une vertu antalgique. Les feuilles d Ipomoea asarifolia (Convolvulacée)
sont recommandées, selon diverses modalités, pour les névralgies, les céphalées et les
douleurs articulaires. Le macéré de feuilles de Solanum incanum (Solanacée) est employé en
association avec celui de Piliostigma reticulatum dans le traitement de céphalée et névralgies
dentaires. En réalité la solasonine isolée de Solanum incanum, est un produit assez toxique,

mais analgésique dans les migraines, les gastralgies et dans les douleurs fulgurantes du tabes.
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4. Immunomodilation

Le systéeme immunitaire joue un role essentiel dans la défense de 1’organisme. Il a la
capacité¢ de reconnaitre les agents étrangers, mettant en jeu deux types de défenses: les
défenses non spécifiques, naturelles ou innées et les défenses spécifiques ou adaptatives. La
modulation du systéme immunitaire (immunomodulation ou immunostimulation) est devenue
un aspect important de la recherche anti-infectieuse (She et al., 1988). En effet, 1’activation
excessive ou inappropriée du systéme immunitaire peut engendrer des conséquences néfastes
pour I’hote.

L’immunomodilation est un processus de modification de la réponse immunitaire, par
I'administration d'un médicament ou d’une substance active qui peuvent stimuler, supprimer
ou moduler les composantes de systéme immunitaire inné ou adaptatif. (Ganju et al., 2003).
L’immunomodulantes est une substance d’origine naturelle ou synthétique qui peut moduler
les composantes du systéme immunitaire par une stimulation spécifique ou un effet
suppresseur (Juyal et Singla, 2001). Les adjuvants naturels, les composés synthétiques et les
molécules biologiques tels que des anticorps et les cytokines sont utilisées comme

immunosuppresseur ou immunostimulants (Sagrawat et Khan, 2007).

4.1. Immunomodulateurs

Le systéme immunitaire est I'un des systémes biologiques les plus complexes du corps.
Le corps humain est constamment exposé a une série des facteurs de stress, qui affaiblissent la
fonction de la réponse immunitaire générant I’immunosuppression. De plus, il n’existe aucun
vaccin efficace contre certaines infections et maladies graves comme le VIH, le paludisme et
la méningite (Commission Européenne, 2008). Par conséquent, la stimulation non spécifique
du systéme immunitaire est considérée comme tres utile lorsque le systéme immunitaire de

I'hote est altéré. I existe deux types d'immunomodulateurs en fonction de leurs modes
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d'action: les immunosuppresseurs qui suppriment l'activité du systéme immunitaire et les

immunostimulateurs qui stimulent son activité (Odette et al, 2013).

Les immunostimulants ou immunostimulateurs sont des médicaments ou des composés
qui activent le systetme immunitaire de I'homme et les animaux pour la prévention des
maladies et I’amélioration de la résistance naturelle du corps a divers infections virales et
bactériennes (Shahbazi et Bolhassani, 2016). Les immunostimulants ont une action plus
générale sur le systtme immunitaire et peuvent modifier simultanément plusieurs réponses
immunologiques (Waiser et Weis, 1999). Elle conduisent principalement a une activation des
mécanismes de défense immunologiques (Wagner ef al., 1999 ; Nagarathna et al., 2013). Ces
mécanismes sont liés a la fonction des macrophages, du systtme du complément, des
granulocytes, des cellules ‘Natural killer’ (NK), des lymphocytes et également a la production
de molécules effectrices telles que les cytokines produites par les cellules activées (Jayathirtha
et Mishra, 2004). De nombreux troubles pourraient é&tre traités a 1’aide de certains
immunostimulants tels que les maladies auto-immunes, infections virales et cancer (Shahbazi

et Bolhassani, 2016).

D’autre part les immunosuppresseurs sont utilisés dans les maladies inflammatoires ou
I’activité immunitaire est supposée excessive comme le cas dans la polyarthrite rhumatoide
(Flipo et al., 1993). Dans des situations ou la réponse immunitaire est nuisible, telles que, le
rejet de greffe, les allergies immédiate et réactions immunitaires d'hypersensibilité de type

retardé (DTH), (Pereira et al., 1999; Juyal et Singla, 2001).

4.2. Immunomodulateurs naturels

Les vertus thérapeutiques des plantes sont dus a la présence de certains composants

bioactifs ayant plusieurs propriétés thérapeutiques telles que des propriétés anti-
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inflammatoires, antihistaminiques, anti tumorales, analgésiques et immunomodulatrices
(Wasser et Weis, 1999; Scartezzini et Speroni, 2000). Parmi ces principes bioactifs, les
polysaccharides ont recu, en raison de leurs propriétés immunomodulatrices. Plusieurs
polysaccharides d’origine végétale ont en effet la particularité de stimuler les défenses de
I'hote en favorisant la maturation, la différentiation et la prolifération des cellules
immunitaires (Wasser, 2002). De nombreux travaux effectués in vitro ont permis de mettre en
évidence un effet immunosuppresseur des acides gras ajoutés au milieu de culture des
lymphocytes avant stimulation par un mitogéne. Tsang (1977) fut le premier a décrire 1’effet
immunosuppresseur de ’acide linoléique. Depuis cette date, de nombreux travaux ont montré
que les acides gras polyinsaturés inhibaient in vitro les fonctions des lymphocytes humains
(Verlengia et al., 2003 ; Verlengia et al., 2004). D’autre ¢tude menée in vivo sur la fraction
riche en polysaccharides obtenue a partir d’un extrait aqueux a chaud de la racine d’Anacyclus
pyrethrum a montre une activité immunostimulante chez des rats (Bendjeddou et al., 2003 ) .
Les isoflavones, les indoles, les phytostérols, sesquiterpenes, des alcaloides, glucanes et
tanins, sont des immunomodulateurs potentiels. Il a également été observé que les dérivés de
flavonoides présentent un effet remarquable sur le systéme immunitaire (Patwardhan et

Gautam, 2005).

Les plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle ont attiré 1'attention
de beaucoup de chercheurs en raison de leur action sur le systtme immunitaire (Juyal et
Singla, 2001; Sagrawat et Khan, 2007). Les exemples des plantes potentiellement

immunomodulatrices sont ; Nigella sativa, Aloe vera, Curcuma longa et Eclipta alba

Nigella sativa est utilisé depuis 1’antiquité dans plusieurs pays dans la cuisine et en
médecine folklorique. El-Kadi et Kandil (1987) ont montré que la graine de nigelle posseéde

des propriétés immunomodulatrices in vivo sur les lymphocytes T. Plus tard d’autres études
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ont confirmé que la nigelle agissait a la fois sur I’immunité innée et acquise, donc qu’elle
pouvait intensifier la réponse immunitaire (Salem, 2005). Pour I’'immunité acquise, des sujets
ont été traités pendant quatre semaines avec de 1’huile volatile de nigelle ; une augmentation
de I’activité des cellules NK ainsi qu’une croissance du nombre de lymphocytes T CD4 et

CD8 a été observée (Salemal et al., 2000).

Curcuma longa (le curcuma) appartient a la famille des Zingiberaceae. La curcumine,
un composant de C. longa, module la croissance et les réponses cellulaires de différents types
cellulaires du systéme immunitaire (Gupta et Ghosh, 1999). En effet, 1’administration
alimentaire de Curcuma longa augmente le nombre total de globules blancs et le taux
d’anticorps circulants, ainsi que I’activité phagocytaire des macrophages de souris (Antony et
al., 1999), Aloe vera (Aloeaceae) est largement utilis¢ dans la médecine traditionnelle pour
ses propriétés cicatrisantes et ses effets immunomodulateurs. L’acémannane, un saccharide de
cette plante active les macrophages, augmente la sécrétion des cytokines et stimule la

production des lymphocytes T cytotoxiques (Choi et Chung, 2003).

Eclipta alba (Asteraceae) également appelé (Bhringraj), utilisée comme poudre séchée
a une large gamme d'utilisations dans la médecine traditionnelle. Une étude menée par
Jayathirtha et Mishra (2004) a montré la capacité d’E. alba pour induire une activité
immunomodulatrices chez des souris albinos en augmentant de manicre significative 1'indice

phagocytaire, le titre d'anticorps et le nombre de globules blancs dans le sang.

Les substances naturelles présentant une activité immunostimulante potentielle peuvent
étre classées selon leur poids moléculaire en deux catégories; les immunostimulants de haut
poids moléculaire (les polysaccharides) et les immunostimulants de faible poids moléculaire

(les terpenoides et les composés phénoliques), (Wagner, 1999).
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La richesse du genre Capparis en polyphénols et en flavonoides explique en grande
partie I’effet immunomodulateurs de leurs extraits. En effet, Aichour ef al,, (2016) ont trouvé
que le traitement des souris par des extraits méthanoliques de Capparis spinosa, produit une
augmentation significative du titre d'anticorps anti-globules rouges de moutons, de la réponse

d'hypersensibilité retardé (DTH), et du nombre des lymphocytes T chez les souris.

4.2.1. Polysaccharides

Les polysaccharides sont des macromolécules biologiques largement répondues dans la
nature. Ils peuvent avoir des effets immunomodulateurs (Kidd, 2000). Ce sont l'une des
principales classes de substances bioactives des champignons, des algues et des plantes
supérieures (Joseph et al., 2013). La plupart des polysaccharides d'origine végétale sont
relativement non toxiques, ne provoquent pas d'effets secondaires graves et présentent une
large gamme d'activités pharmacologiques. Ces molécules bioactives sont reconnues pour
leurs effets thérapeutiques, supposés se produire par l'intermédiaire de la stimulation des
macrophages et de la modulation du systéme du complément (Schepetkin et Quinn, 2006). Ils

sont principalement reconnus pour leurs propriétés immunomodulatrices (Zhang et al., 2013).

Les polysaccharides acides d’Angelica sinensis ont montré un effet immunomodulateurs
sur les macrophages. Ils stimulent les macrophages a produire I’oxyde nitrique (NO) par
I’induction de I’expression du géne iNOS. Le traitement des macrophages avec des différentes
concentrations des polysaccharides acides conduit a 1’augmentation de [’activation des
enzymes lysosomales et la sécrétion de facteur de nécrose tumoral (TNF-a), (Yang et al.,

2007).
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4.2.2. Terpenoides

Les terpenoides sont connus comme des composants majeurs des huiles essentielles végétales.
Ces derniers constituent principalement des mono terpénes et des sesquiterpénes et sont supposés étre
responsables de nombreuses activités biologiques telle que 1’activité anti-inflammatoires. Ces activités
biologiques semblent étre médiées par des processus immunologiques (Hall et al, 1979). Les
saponosides triterpéniques présentent une double action sur le systéme immunitaire; action
immunodépressive de I’immunité acquise en diminuant le nombre de lymphocytes circulants et en

inhibant la synthése des cytokines impliquées dans la production d’immunoglobulines. Toutefois, ils
peuvent stimuler 'immunité humorale par augmentation de la prolifération des lymphocytes et du

taux d’anticorps et par production des cytokines de la voie Th2 (Brunton, 1999).

4.2.3. Lectines

Les lectines sont des sucres de liaison, des protéines ou glycoprotéines spécifiques des
glucides, qui agglutinent les cellules ou précipitent les glycoconjugués. Les lectines ont été
découvertes dans les plantes et ont donc été appelées phytohémagglutinines (PHA). Elles se
lient essentiellement aux lymphocytes provoquant la mitose. Les lectines possédent des
propriétés immunostimulante de I’immunité innée en activant la synthése de TNFa et d’IL-1et
de I’'immunité humorale en activant la voie Th2.(Chihara et al., 1970). Les lectines purifiées a
partir des graines de légumineuses tropicales présentent des propriétés anti-inflammatoires
(Alencar, et al. 2005). Le lentinane, un polysaccharide de levure, isolé a partir de Lentinus
edodes, est I'un des polysaccharides les mieux étudiés. Ce composé présente essentiellement
une activité antitumorale en activant les lymphocytes T (Chihara et al., 1970). Le pachymaran

de Poria cocos montre une bonne activité immunomodulatrice (Narui et al., 1980).
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4.2.4. Flavonoides

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
anti-inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire (Middleton, 1996). Ils peuvent étre sous forme de flavonoides libres (apigénine,
lutéoline, hispiduline, quercétine...) ou sous forme d’hétérosides de flavonoides (glucoside
d’apigénine, de lutéoléine, d’hispiduline, de quercétine, de kaempférol...) Parmi les composés
phénoliques, le cleistanthin isolé a partir des lignanes de Cleistanthus collinus a été trouvé
pour augmenter le nombre de granulocytes chez les rats (Rao et Nair, 1970). Les flavonoides

sont immunostimulants de I’immunité acquise et antioxydants (Chiang et al., 2003).
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5. Asphodelus microcarpus

5.1. Description et classification botanique

Le genre Asphodelus regroupe plus de 20 espéces largement répandues dans la région
méditerranéenne (Fournier, 1947). Asphodelus microcarpus connue sous le nom de
«Barouagy» a ’est de I’Algérie, fait partie de ce genre. C’est une plante vivace sous forme
d’un arbrisseau de 1 meétre de hauteur environ. Les feuilles longues et étroites ayant une
largeur de 1 a 4 cm et une longueur de 50 a 60 cm, creusées en goutticre triangulaire et
groupées en rosettes a la base de la tige. Les fleurs sont de 35 mm de diamétre, avec des 6
pétales blancs allongé composé de filament blanc et une anthére orange, et un ovaire centrale
et supérieure enfermé par une capsule de couleur orange saumon. Asphodelus microcarpus
posséde des fruits sous forme de petites capsules un peu rétrécies a la base a valves minces,
elliptiques a bords plans (figure 7). Les racines sont fortement renflées en forme des

tubercules cylindrique (Kaddem, 1990).

Figure 7 : Photographie d’Asphodelus microcarpus (Gettyimages, 2019)
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La taxonomie d’Asphodelus microcarpus selon Ghileb (1987) est présentée dans le tableau 4.

Tableau 4 : Classification botanique d’Asphodelus microcarpus (Ghileb, 1987)

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones

Ordre Liliiflorae

Famille Liliaceae

Genre Asphodelus

Espece Asphodelus microcarpus salzm
and viv

Synonymie Asphodelus aestivus brot

Nom commun Asphodele

Noms vernaculaires Barouag (dans I’est algérien)

Balouaz (dans le centre algérien)

Ighri (chez les berberes)

5.2. Utilisations traditionnelles d’A. microcarpus

En médecine traditionnelle Asphodelus microcarpus est utilisée dans tout le nord
d’Afrique. L’Asphodele est surtout utilis¢é en médecine traditionnelle algérienne, pour le
traitement des otites, avec les racines fraiches qui sont macérées dans 1’huile d’olive
(Kaddem, 1990 ; Kitaz, 2017). Les racines sont également utilisées pour leurs propriétés
antiarthritiques, mycoses cutanées, d’abceés, eczéma, ectoderme (maladies de la peau),
jaunisse et psoriasis et pour traiter la douleur de 1'oreille (Kaddem, 1991 ; Ali-Shtayeh et al.,

1999 ; Zellagui et al., 2013 ; Chermat et Gharzouli, 2015). La poudre de la partie aérienne est
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utilisée localement pour soulager les douleurs dentaires (Sarri et al., 2014) , ou par inhalation
pour traiter de nombreuses maladies telles que 1’asthme, et les maladies pulmonaires
(bronchite) (Ljubuncic ef al., 2005 ; Chermat et Gharzouli 2015; Al Kayali et al., 2016). La
décoction des feuilles est utilisée pour leurs propriété¢ diurétique (tend a augmenter le flux de
l'urine) (Sarri et al., 2014) . les tiges et les racines sont utilisées pour traiter la mauvaise
digestion (Fakchich et al., 2014) . Asphodelus microcarpus est utilisée pour traiter différents

types de maladie chronique (Al Kayali et al., 2016).

5.3. Composition chimique

L’étude phytochimiques effectuée sur plusieurs especes d’Asphodelus a révélé la
présence d’un grand nombre de composés chimiques y compris les huiles essentielles, les
flavonoides, les acides phénoliques, les terpenoides, les anthraquinones (sous forme libre ou
sous forme de glycoside), et les alcaloides (Hammouda et al., 1971 ; Zellagui et al., 2013 ;
Malmir et al., 2018). 11 a été rapporté que les racines contiennent principalement des dérivés
de I’anthraquinone tels que le chrysophanol et I’aloe-émodine, les triterpénoides et les dérivés
du naphtaléne, tandis que la partie aérienne contient des flavonoides tels que la lutéoléine,
I’isovitexine et 1’isoorientine, des acides phénoliques et peu des anthraquinones. des acides
gras, notamment les acides myristique, palmitique, oléique, linoléique et linolénique, ont été
trouvés dans les graines et les racines (Malmir et al., 2018). De méme, Zellagui et ses
collaborateurs (2013) ont montré que I’huile essentielle d’Asphodelus microcarpus est un
complexe mixte contenant 51 composés, dont 49 sont identifiés. L’huile d’A.microcarpus
représentant 99,8% de I'huile totale. Les principaux constituants de I’huile essentielle étaient
le Germacrene D (68,3%), le Germacrene B (3,9%), le 4-Elemene (3,8%) et le Caryophyllene

(3,3%). Les autres constituants ne présentent qu une fraction mineure.

Les huiles essentielles d’Asphodelus microcarpus sont constituées principalement de
composés de sesquiterpenes (83,6%) et de sesquiterpenes oxygénés (3,9%), tandis que les
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monomeres hydrocarbonés étaient a 0,5%. Au total, la composition en huiles essentielles d’A.
microcarpus a été considérée comme une source tres riche en sesquiterpenes. Les composés
phytochimiques les plus répandus dans différentes espéces de ce genre ayant des activités

pharmacologiques sont lutéoléine aglycones (Di Petrillo ef al., 2016).
5.4. Activités biologiques

Les analyses phytochimiques ont montré qu’A4. microcarpus renferme un grand nombre
de métabolites secondaires responsables des activités biologiques attribuées aux extraits de
plantes médicinales. En effet, El-Ghaly (2017) a démontré que cette plante présente une
activité antivirale. Des travaux récents ont montrées que I’extrait d’Asphodelus microcarpus
possede une activité importante contre E. coli, S. aureus, S. haemolyticus et B. clausii (Di
Petrillo et al., 2017). Les substances naturelles extraites d’A. microcarpus sont également
d’importants agents antioxydants. En effet, I’extrait ethanolique des racines de la plante a
montré une activité antioxydante dans divers modeles in vitro, d’ou est suggérée leur
utilisation potentielle dans les conditions pathologiques du stress oxydant. Les extraits de
cette plante ont exhibé des effets anti-inflammatoires dans les essais de 1’cedéme de la patte

induit par la carrageenan (Razik et al., 2016).
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1. Matériels

1.1. Description et Choix des localités de ’enquéte

L’enquéte ethnobotanique a été effectuée dans la région de 1’Ouenza et dans la wilaya
de Tébessa qui est située a I’extréme Est des hauts plateaux a la frontiére Algéro-Tunisienne.
Elle est limitée au Nord par la wilaya de Souk Ahras, au Sud par la wilaya d’El Oued, a I’Est
par la Tunisie et a I’Ouest par la wilaya d’Oum EIl Bouaghi et la wilaya de Khenchela (figure

8), (Bouabida et al., 2012).
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WILAYA YEL QOUED

Figure 8 : Carte du découpage administratif de la wilaya de Tébessa (ANAT, 2001).
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L’enquéte ethnobotanique sur les plantes médicinales a été réalisée de Janvier a Mars
2016 a I’aide de questionnaires touchant une population de 73 personnes ayant entre 30 et 65
ans, (23 hommes et 50 femmes). Les informations sur les utilisations des plantes dans la
pharmacopée traditionnelle ont été collectées a 1’aide d’un questionnaire semi structuré a
travers des conversations avec les gens qui ont la connaissance sur 1’usage thérapeutique des
plantes et aux vendeurs de plantes médicinales (herboristes). Deux sites d’enquéte, la ville de
Tebessa et la commune de I’Ouenza ont été choisis pour leur facilité d’acces et du fait que les
guérisseurs traditionnels sont organisés et réputés pour avoir une bonne connaissance sur
I’utilisation des plantes médicinales. Les informations demandées portent sur les noms locaux
de toutes les plantes a usage médicinal, les parties utilisées, les modes de préparations et

d’utilisations.

1.2. Matériel végétal

La plante d’Asphodelus microcarpus a été récoltée au mois de Juin 2016, dans la
région de Taoura, Souk Ahras au nord-est d’Algérie. L’identification botanique a été faite par
Pr. Laouer H. (Université Ferhat Abbas Sétif-1, Algérie). La plante a été divisée en plusieurs
parties : la partie aérienne enticre, les racines, les feuilles et les tiges-fleurs. Ces parties ont été
bien nettoyées et séchées a I’ombre et a température ambiante. Aprés broyage, les poudres
obtenues ont été mises dans des bocaux en verre hermétiquement fermés jusqu’a leur

utilisation.

1.3. Animaux

Les animaux utilisés dans 1’étude in vivo sont des rats Wistar albino femelles pesant
entre 150 et 200 g et des souris Swiss albino males pesant entre 25 et 30 g, issus de 1’Institut

Pasteur d’Algérie (Alger). Ils étaient hébergés dans des cages avec acces libre a 1’eau et a
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I’alimentation fournie par I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) d’El Kseur
(Bejaia). Apres une semaine d’adaptation, les animaux ont été pesés et marqués avant les

traitements.

1.4. Sang de mouton

Le sang provenant de mouton a été prélevé de la veine jugulaire externe de mouton
dans 1’abattoir local de la ville de Sétif. Le sang est collect¢ dans des flacons dans une
solution d'Alsever (glucose 2,05 g, chlorure de sodium 0,42 g, citrate de sodium 0,80 g, acide

citrique 0,55 g, eau distillée qsp 100 mL) et utilisé pour la préparation des globules rouges.

2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits

Les extraits méthanoliques d’Asphodelus microcarpus (EM) sont préparés selon Arrar
et al. (2013). Une pesée de 500 g de la poudre de chaque partie de la plante a ét¢ mise dans
5 L de méthanol pendant 7 jours a température ambiante a 1’abri de la lumiére. L’extraction a
été répétée une fois pendant 5 jours. Apres filtration le premier et le deuxiéme filtrat ont été
mélangés. L’ extrait est soumis a une évaporation rotative a 40°C (rotavapor Biichi) puis séché

a I’air libre pour obtenir I’extrait brut méthanolique (EM).

Les extraits aqueux d’A. microcarpus (EA) ont été préparés selon Benzidane et al.
(2013). Briévement, 10-20 g de poudre sont incubés dans 200 mL d’eau distillée bouillie
pendant 20 min. Apres filtration, les extraits récupérés sont soumis a une centrifugation a
3000 rpm (Hettich) pendant 10 min. Une poudre marron claire pour les racines et marron
foncée pour les autres parties de la plante ont été obtenus aprés séchage du surnageant. Les

extraits aqueux ont été conservés a -20°C jusqu’a utilisation.
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2.2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques des différents extraits d’Asphodelus microcarpus
est estimée selon la méthode au Folin-Ciocalteu (Arrar et al, 2013). Le principe de la
méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture phosphotungstique (WO,%)
/ phosphomolybdique (MoO4>) du réactif de Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables
des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm et D’intensité est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon. Un mL de réactif de
Folin-Ciocalteu est ajouté a 200 pL d’extrait avec des concentrations de 1,25, 2,5 et 5 mg/
mL, ou d’acide gallique (standard), préparé dans le méthanol (extraits méthanoliques) et dans
I’eau distillée (extraits aqueux). Apres 4 min, 800 pL. d’une solution de carbonate de
sodium Na,COs (7,5%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 h d’incubation a
température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en polyphénols totaux
est estimée a partir de la droite d’étalonnage établie avec I’acide gallique (0-160 pg/mL) et

exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g), (figure 9).
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Figure 9 : Droite d'é¢talonnage de I'acide gallique.
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2.3. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

L’application de la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl;), est fréquemment
utilisée pour estimer la teneur en flavonoides dans les extraits aqueux et méthanoliques des
différentes parties des plantes médicinales. Le protocole consiste a mettre dans un tube a essai
1 mL de chaque extrait Asphodelus microcarpus ou du standard (avec dilution convenable) et
ajouter 1 mL de la solution d’AlCl; (2% dans le méthanol). Apreés 10 minutes d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est lue a 430 nm (Baghiani et al., 2012).
La teneur en flavonoides totaux des extraits est alors exprimée en mg d’équivalente rutine par

g d’extrait (mg ER/g), (figure 10).
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Figure 10 : Droite d’étalonnage de la rutine.

2.4. Caractérisation des composés phénoliques par HPLC/MS/MS

La détermination des composés phénoliques dans les différents extraits méthanoliques

d’Asphodelus microcarpus est effectuée par chromatographie liquide a haute performance
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couplée a la spectrométrie de masse (HPLC/MS/MS) au centre de recherche pharmaceutique,
‘Jordan University of Science and Technology, Irbid, Jordan’. Les extraits méthanoliques
(1 mg/mL) sont dissouts dans le méthanol puis 20 uL de chaque extrait sont injectés dans une
colonne de type SB-C18 (4.6 x 100 mm). La phase mobile est constituée de deux éluant :
I’acétonitrile a 100% et I’acide formique aqueux a 0,1%. Le gradient d’élution appliqué est de
type isocratique étalé sur 35 min. Le débit est de 1 mL/min et la température de la colonne est
de 35°C. Le mode d’ionisation de I’instrument HPLC/MS/MS est négatif, opérant avec le gaz
de nitrogéne a une température de 650°C et un débit de 4 ml/min, un voltage capillaire de
4500 V et un voltage de fragmentation de 70 V. Un détecteur UV a baratte de diodes a été
utilisé pour balayer entre 200 et 400 nm afin d’évaluer le contenu en composés phénoliques

individuels. Les échantillons élués et les étalons ont été détectés a 280 nm.

2.5. Evaluation de la toxicité des extraits

Le test de toxicité aigiie des extraits d’4. microcarpus a été réalisé selon la méthode
décrite par 1’Organisation de la Coopération Economique et Développement (OCDE, 2008).
En bref, des souris males Swiss albino de 25 a 30 g de poids corporel préalablement mises a°
jeun pendant 16 h, ont été divisées en groupes de 5 souris par extrait. Une dose de chaque
extrait (2000 mg/Kg) a été administrées par voie orale. L’observation des changements du
comportement et des symptomes de toxicité (agitation, convulsions, anorexie, asthénie,
diarrhée et mort) a été effectuée durant les quatre premicres heures apreés 1’administration de

I’extrait puis pendant 14 jours.

2.6. Evaluation des activités antioxydantes

La mise en évidence in vitro de Dl’activité antioxydante des extraits des différentes

parties de la plante étudiée a été réalisée par la méthode du piégeage du radical DPPH" (2,2'-
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diphenyl-1- picrylhydrazyl), le test de blanchiment du B-caroténe, le test du pouvoir
réducteur, la chélation des ions meétalliques, le test de I’ABTS (2,2'- azino-bis (3 -

¢thylbenzothiazoline -6- sulfonique acide)) et le test du radical hydroxyle.

2.6.1. Test de I’effet scavenger du radical DPPH

Le test DPPH a été utilisé pour évaluer 1’activité anti-radicalaire des différents extraits
d’A. microcarpus. Le radical DPPH a une couleur violette en raison de 1'électron non apparié
d'azote. Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl en un composé
jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont I'intensit¢ de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité¢ des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Villano et al., 2007). Selon le protocole décrit par Zerargui et al. (2015), la solution de
DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 mL de méthanol. Un
volume de 50 puLL de chacune des différentes concentrations des extraits (0,25-80 mg/mL) ou
du standard (quercetine) a été ajouté¢ a 1250 uL DPPH, le mélange était laissé a 1’obscurité
pendant 30 min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la
solution de DPPH étai mesurée a 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon

I’équation ci-dessous :

% d’activité anti-radicalaire = 100 X (Atmoin — Acchantilion) / Atémoin

La concentration inhibitrice de 50% de 1’activité du DPPH (ICsg) exprimée en mg/mL.

2.6.2. Test de blanchiment du B-caroténe

Dans ce test, la capacité antioxydante des différents extraits d’A. microcarpus est
déterminée en mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration),
par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique. Le protocole est réalisé selon Arrar et al.
(2013). Une émulsion de B-caroteéne/acide linoléique est d’abord préparée dans un ballon en
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mélangeant 0,5 mg de B-caroténe dans 1 mL de chloroforme, 25 pL d’acide linoléique et 200
mg de Tween 40. Le chloroforme est complétement évaporé au rotavapor. L’eau distillée
saturée en oxygene pendant 30 minutes (100 mL) est ensuite ajoutés a I’émulsion puis agitée
vigoureusement. Un volume de 350 pL d’extraits ou d’antioxydant de référence (Butyl
Hydroxy Toluene : BHT) solubilisés dans du méthanol (2 mg/mL) est ajouté¢ a 2,5 mL de

I’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de 1I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
(contrdle négatif dans lequel 1’échantillon est remplacé par 350 pl. de méthanol) est suivie a
différents intervalles de temps : 1, 2, 3, 4, 6, 24 et 48 heures. L’activité antioxydante relative

(AAR %) est calculée selon la formule :

AAR %= (Acchantilion/ Atmoin) X 100

2.6.3. Chélation du fer ferreux

L’activité de chélation de fer ferreux est basée sur le suivi de 1'inhibition de la formation
du complexe Fe(Il) ferrozine. Le test a été réalisé en mélangeant 50 uL de FeCl, (0,6 mM
dans I'eau) et 900 puL. de méthanol a 500 pL des extraits a différentes concentrations (0,045 -
20 mg/mL) ou de standard de (Ethyléne diamine tétra acétique : EDTA). Le mélange est agité
vigoureusement et laissé incuber a température ambiante pendant 5 mn. 100 puL de ferrozine
(5 mM) sont alors ajouté a cette solution est secou¢ de nouveau. Apres 10 minutes
d'incubation, 1'absorbance de la solution est mesurée a 562 nm (Le et al., 2007). L’activité

chélatrice est exprimée en utilisant I’équation ci-dessous :

Activité chélatrice (%) = 100 x (Ac- At)/Ac ou Ac : absorbance du controle et At :

absorbance de 1’échantillon a 562 nm.
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2.6.4. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est déterminé selon le protocole décrit par Bouaziz et al. (2015).
Le principe de ce test consiste a déterminer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique du
complexe ferricyanide-Fe** en Fe**. Cette réduction se traduit par une coloration verte dont
I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur. Les mélanges réactionnels ont été
préparés par 1’addition de 0,1 mL du tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) a 2,5 mL de
Potassium Ferricyanide (1% dans 1’eau distillée) et les extraits de concentrations croissantes
(0,045 - 20 mg/mL). Ces mélanges sont incubés dans un bain marie pendant 20 minutes a
50°C. Apres refroidissement a température ambiante 2,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) a
10% sont ajoutés. Apres une centrifugation de 10 mn a 3000 rpm (Sigma 1k15), le surnageant
(0,25 mL) a été déposé dans un tube a essai et mélangé avec 0,25 mL d'eau distillée et 0,5 mL
FeCl; (0,1% l’eau distillée) et laiss¢ réagir pendant 10 min a température ambiante.
L'absorbance a été ensuite mesurée a 700 nm. L'acide ascorbique a été utilis¢é comme
standard. La valeur de la concentration effectrice (ECso) est calculée a partir de la courbe de

I’absorbance en fonction de la concentration de 1I’échantillon.

2.6.5. Test du piégeage du radical hydroxyle

L'activité de piégeage du radical hydroxyle a été testée par la méthode de Geng et al.
(2012). En bref, le mélange réactionnel contient 3,0 mL de FeSO4 (1,5 mM), 0,7 mL de
peroxyde d'hydrogeéne (6 mM), 0,3 mL de salicylate de sodium (20 mM) et un volume de 100
uL d’extraits a différentes concentrations (0.08 - 60 mg/mL. Le mélange réactionnel a été
incubé pendant 60 min a 37°C. L'absorbance a été ensuite mesurée a 562 nm. La vitamine C a
¢té utilisée comme antioxydant standard. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la

formule suivante :
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Pourcentage inhibition (%) = (1- A; / Ap) x100
Ay : I'absorbance de I’échantillon, A;: I'absorbance du controle.
2.6.6. Test ABTS

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical cationique,
ABTS™ (acide 2.2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) qui présente un pic
d’absorption a 734 nm. En réagissant avec le persulfate de potassium (K,S;0s), ’ABTS
forme le radical ABTS™ de couleur bleue a verte. L’ajout d’un antioxydant va réduire ce
radical et provoquer la décoloration du mélange. Le protocole de détermination de la capacité
d’antioxydants a piéger la radical cationique ABTS™ adopté par Bouaziz ef al. (2015). La
solution mére de ’ABTS™ (ABTS 7 mM, persulfate de potassium 2,45 mM dans le méthanol)
est incubée a I’abri de la lumiére pendant 16 h. La solution de travail d’ABTS™ est obtenue en
diluant la solution mére avec du méthanol jusqu’a obtention d’une absorbance finale de 0,7 +
0,02 a 734 nm. Les échantillons (50 puL) a différentes concentrations (0,1 - 20 mg/mL) sont
mélangés avec 1 mL de la solution diluée d’ABTS fraichement préparée. Le mélange est
soumis a une agitation au vortex, puis incubé pendant 30 minutes a ’obscurité¢ et a
température ambiante. La lecture de 1’absorbance est réalisée a 734 nm. La Vit C est utilisée

comme standard. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

1% = [(Ao-A1) / Ag] x 100, ou Ay : absorbance initiale de I’ABTS, A;: absorbance du mélange

ABTS + extrait.

2.7. Activités anti-inflammatoires in vivo

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits d’Asphodelus microcarpus, trois
modeles d’inflammation ont été utilisés dans les tests in vivo. L’effet du traitement oral par les

extraits a été testé par le modele de I’cedéme de I’oreille induit par 1’application topique de
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xylene, I’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat et par 1’arthrite induite par la

formaline.

2.7.1. (Edéme de D’oreille induit par le xyléne.

L’¢évaluation de I’effet anti-cedémateux des extraits d’A. microcarpus a été effectuée
selon la méthode décrite par Igbe ef al. (2010). Brievement, les souris males (25-30 g) ont été
répartis en dix groupes de six et jeunées pendant une nuit avant I’expérience. Une heure apres
I'administration orale des extraits (100, 300 et 500 mg / kg) ou de l'aspirine (100 mg / kg),
I’inflammation de la face externe de 1’oreille droite des souris est induite par 1’application de
30 uL de xyléne alors que l'oreille gauche était considérée comme témoin. Apres 2 h,
I’épaisseur de 1’oreille est mesurée par un pied a coulisse digital pour chaque souris
(Hosseinzadeh et al, 2002). L’activité anti-inflammatoire est exprimée en pourcentage

d’inhibition de ’cedéme.

v Groupes A. (al, a2, a3) : extrait aqueux de la partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes B. (b1, b2, b3) : extrait aqueux de la partie tige et fleurs d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes C. (cl, ¢2, ¢3) : extrait aqueux des feuilles d’Asphodelus microcarpus aux

doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes D. (d1, d2, d3) extrait aqueux de la racine d’Asphodelus microcarpus aux

doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v Groupe F. (f1, 2, f3) : extrait méthanolique de partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v" Groupes E. (el, €2, e3) : extrait méthanolique de partie tige et fleurs d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v Groupes G. (gl, g2, g3) : extrait méthanolique des feuilles d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.
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v Groupe H. (d1, d2, d3) : extrait méthanolique de la racine d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.
v Groupe témoin : une solution de NaCl (0,9%).

v" Groupe standard : Aspirine (100 mg/Kg).

2.7.2. Inflammation aigué induite par la carragénine chez les rats

L’étude expérimentale de ’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode
décrite par Igbe er al. (2010). L’inflammation est induite par injection sub-plantaire d’une
solution de carragénine (M¢lange de polysaccharides sulfatés extraits d'algues rouges) au
niveau de la patte droite des rats. L’cedéme causé par cet agent phlogogeéne est estimé en
¢valuant le volume de la patte en utilisant un pléthysmomeétre ou en mesurant 1’épaisseur de

la patte a I’aide d’un pied a coulisse digital.

Les expériences ont été réalisées sur des rats femelles, de poids compris entre 150 -200
g répartis en 14 lots homogenes de 6 rats chacun. Les rats ont jeuné pendant une nuit avant
I'expérimentation. L’épaisseur initiale (Vo) de la patte droite est mesurée puis chaque groupe

a recu par voie orale :

v Groupes A (al, a2, a3) extrait aqueux de la racine d’Asphodelus microcarpus aux

doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v Groupes B (bl, b2, b3) : extrait aqueux de la partic aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes C (cl, ¢2, ¢3) : extrait méthanolique de la racine d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v Groupe D (d1, d2, d3) : extrait méthanolique de partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.
v Groupe témoin : une solution de NaCl (0,9%).

v Groupe standard : Diclofenac (20 mg/Kg) dissout dans du NaCl 0,9%.
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Une heure apres le traitement, 0,01 mL de solution a 1% de carragénine a été injecté a
chaque rat au niveau de la patte droite. La patte gauche est considérée comme témoin.
L’évolution de I’cedéme de la patte postérieure droite a été¢ déterminée aprés 0, 1,2, 3,4et6 h
de I’'injection de la carragénine. Le pourcentage (%) de l'inhibition de 1'cedeme est calculé

selon la formule suivante :

% = 100 x (Ty - Ty)/ To, ou Ti = épaisseur de la patte du groupe traité au temps (t),

Ty = épaisseur de la patte du groupe témoin au méme moment.

2.7.3. Inflammation induite par la formaline

Pour évaluer [Deffet antiarthritique des extraits d’A.microcarpus, un modele
expérimental d’arthrite induite par la formaline (formaldéhyde a 2%) chez les rats a été utilisé
selon Igbe et al. (2010). Les rats sont répartis en groupes de 6 et privés de nourriture et d’eau
pendant 18 h avant I’expérimentation. Des injections sub-plantaires (intra-articulaires) d’une
solution de formaline au niveau de la patte droite sont effectuées une heure apres
I’administration des extraits par voie orale. Les groupes de rats sont traités comme suit :

v Groupe témoin : une solution de NaCl (0,9%).

v Groupe standard : Aspirine (100 mg/Kg) dissout dans du NaCl 0,9%.

v' Groupes A (al, a2, a3) : extrait aqueux de la racine d’Asphodelus microcarpus aux

doses 50, 100 et 200 mg/Kg, respectivement.

v Groupes B (bl, b2, b3) : extrait aqueux de la partic aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 50, 100 et 200 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes C. (cl, ¢2, ¢3) : extrait méthanolique de la racine d’Asphodelus

microcarpus aux doses 50, 100 et 200 mg/Kg, respectivement.

v Groupe D. (d1, d2, d3) : extrait méthanolique de partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 50, 100 et 200 mg/Kg, respectivement.
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Une injection de 0,1 mL de formaline a 2% du NaCl 0,9% a été réalisée dans la patte
droite de chaque animal, le premier et le troisiéme jour de l'expérience. Les extraits ou le
standard ont ét¢ quotidiennement administrés par voie orale pendant 10 jours. L'épaisseur de

la patte a été mesurée quotidiennement pendant 10 jours avec un pied a coulisse digital.

2.8. Détermination de I’activité analgésique

L’étude de I’activité analgésique est réalisée pour étudier 1’effet des extraits methanolique et aqueux
d’A. microcarpus sur la sensibilité nociceptive périphérique. Le test de I’activité analgésique consiste
a vérifier ’action inhibitrice des extraits sur la douleur provoquée chez la souris par I’injection intra-

péritonéale (IP) d’une solution diluée d’acide acétique (test de Koster).

Dans cette méthode la douleur est induite par I'injection de principes irritants comme
I'acide acétique chez les souris (Koster et al., 1995). Des souris de 25 a 30 g réparties en

groupes de six ont ét¢ maintenues a jeun pendant 18 h avant le début de I’expérience.

v Groupes A. (al, a2, a3) : extrait aqueux de la partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes B. (b1, b2, b3) : extrait aqueux de la partie tige et fleurs d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes C. (cl, ¢2, ¢3) : extrait aqueux des feuilles d’Asphodelus microcarpus aux

doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes D. (d1, d2, d3) extrait aqueux de la racine d’Asphodelus microcarpus aux

doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v Groupe E. (el, €2, e3) : extrait méthanolique de partie aérienne d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v" Groupes F. (f1, £2, f3) : extrait méthanolique de partie tige et fleurs d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.

v' Groupes G. (gl, g2, g3) : extrait méthanolique des feuilles d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.
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v Groupe H. (hl, h2, h3) : extrait méthanolique de la racine d’Asphodelus

microcarpus aux doses 100, 300 et 500 mg/Kg, respectivement.
v Groupe témoin : une solution de NaCl (0,9%).

v Groupe standard : Aspirine (100 mg/Kg).

Une heure aprés 1’administration des extraits, les animaux ont recu par voie intra-
péritonéale une injection de 10 mL/kg d’une solution a 0,6 % d’acide acétique. Cette injection
induit une sensation de douleur qui se manifeste chez les souris par un mouvement
d’étirement des pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale, appelés
crampes abdominales. Apres un temps de latence de 5 minutes, le nombre de torsions pour
chaque souris est compté chaque 5 minutes au cours des 30 minutes apres 1’injection de
I’acide acétique (Koster et al, 1995). Le pourcentage d’inhibition de la douleur est calculé

selon la formule suivante :

% Inhibition = (Mc — Mt/ Mc) X100 ; ou Me: moyenne du nombre des contorsions des souris

du lot non traité, Mt: moyenne du nombre des contorsions des souris du lot traité.

2.9. Activités immunomodulatrices

2.9.1. Préparation des globules rouges de mouton

Le sang de mouton est prélevé de la veine jugulaire externe de mouton dans 1’abattoir
local de la ville de Sétif. Il est mélangé dans la solution d'Alséver (glucose 2,05 g, chlorure de
sodium 0,42 g, citrate de sodium 0,80 g, acide citrique 0,55 g, eau distillée gsp 100 mL). La
solution d’Alsever est une solution saline isotonique, équilibré a pH 6,1, habituellement
utilisée comme agent de conservation ou anticoagulant du sang. Cette solution permet le
stockage du sang pour une durée de dix jours. Une solution physiologique (NaCl 0,9%) est

ajoutée de manicre a remplir presque compleétement le tube (dilution a 1/10), mélangée et
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centrifugée a 3000 rpm (Hettich) pendant 10 min. Le surnageant est aspir¢, et les globules
rouges obtenus sont lavés deux fois par le NaCl 0,9% avec centrifugation a chaque fois. Les
globules rouges sont amenés a une concentration de 5 x 10° cells/mL dans le NaCl 0,9%,

adéquate pour I’immunisation des souris (Aichour et al., 2016).
2.9.2. Evaluation de la réponse humorale

La réponse immunitaire anti-globules rouges de mouton (sheep red blood cells : SRBC)
a été évaluée par le test I'hémagglutination (HA) suivant le protocole décrit par Aichour et al.
(2016). Les souris sont divisées en quatre groupes de six souris pour chaque extrait avant
d’étre immunisées par voie intra-péritonéale avec 5 x 10° SRBC (1 mL) au jour 0. Différentes
concentrations de l'extrait (50, 100 et 200 mg/kg) sont administrées par voie orale pour les
trois groupes concernés au jour -2, -1, 0, 1 et 2. Une solution saline normale NaCl a été
administrée au quatrieme groupe comme témoin. Les échantillons de sang sont prélevés chez
les souris par ponction rétro-orbital au jour 8 et centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min pour
séparer le sérum. Apres inactivation du complément dans le sérum par incubation a 56°C
pendant 30 min. Des dilutions en série (en 25 pL d'aliquote) sont réalisées avec le PBS dans
des plaques de microtitration. En premier 25 pL du sérum de souris, dilu¢ deux fois par le
NaCl 0,9% dans des microplaques, est additionné par 25 pL de 1% (v/v) de la suspension
SRBC. Les plaques sont incubées pendant 1 h a 37°C. Le titre des anticorps (inverse de la

dilution) est enregistr¢é comme le dernier puits montrant une hémagglutination visible.

52



RESULTAT ET DISSCUSSION



Reésultats et Discutssion

1. Etude ethnobotanique

Les ¢tudes ethnobotaniques et ethnomédicinales sont aujourd’hui reconnues comme des
méthodes de choix pour la connaissance des plantes médicinales et leurs utilisations
traditionnelles (Farnsworth, 1986 ; Adjanahoun et al., 1991). Ces études sont indispensables
dans la mesure ou elles orientent la sélection les plantes a étudier et le choix des tests

biologiques (Jones et al., 2000).

A présente étude a permis de dresser une liste des plantes médicinales utilisées dans la
région de Tebessa (tableau 5). En outre, ’identification botanique a montré que parmi les 12
familles recensées, les Lamiaceae sont les plus représentées avec 07 especes (soit 25
citations) puis les Asteraceae avec 3 especes (6 citations), les Liliaceae avec 02 especes (16
citations), les Zingiberaceae et les Mpyrtaceae avec 4 espéces (5 et 6 citations,
respectivement), puis les Lauraceae, Apiaceae, Fabaceae, Rutaceae, Pinaceae

Cupressaceae et Salicaceae (1 a 2 citations chacune).

L’estimation d’utilisation des plantes étudiées pour les différentes catégories de
maladies fait ressortir une indication massive de ces espéces pour le traitement des maladies
inflammatoires (44/73), suivies des analgésiques (15/73), maladies gastriques (13/73) et
eczéma (10/73) (figure 11). De cette étude il ressort qu’Asphodelus microcarpus est 1’espece
médicinale la plus utilisée dans les soins des maladies inflammatoires, analgésiques et de

I’eczéma avec 15 citations.
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Figure 11 : Fréquences des maladies traitées par les plantes médicinales, Inf : Inflammation ;

Ang : analgésique ; Gas : gastrique ; Ec : eczéma (hypersensibilité)

L’utilisation des plantes investiguées par les populations de la région de Tebessa,
essentiellement dans le traitement des maladies inflammatoires et analgésiques pourrait étre
en relation avec la prédominance de ces pathologies dans la région. La forte incidence de ces
maladies pourrait étre favorisée par des facteurs tels que les polluants, I’exposition prolongée

aux rejets miniers.

Dans les recettes recensées, les plantes sont préparées seules mais souvent combinées
avec d’autres ingrédients. Les recettes combinées peuvent renfermer des suppléments de
nature végétale (huile, vinaigre et plante), animale (beurre local, lait, miel, viande et blanc
d’ceuf). A cet effet, A. microcarpus est mélangée avec I’huile d’olive. Les conseils
d’association sont dictés dans un souci de diminuer le caractére irritant ou annuler 1’effet
toxique d’un composant ou au contraire renforcer son activité ou encore créer une
dynamisation des effets curatifs des divers constituants afin d’aboutir & une synergie
thérapeutique (Bigendako-Polygenis et Lejoly, 1990). Cette synergie qui existe a 1’intérieur

d’une méme plante peut encore étre améliorée et renforce par I’action concertée de plusieurs
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substances naturelles. Ces résultats sont conformes a ceux d’El Rhaffari et Zaid (2002),
signalant qu’en pharmacopée traditionnelle des Oasis du Sud-est du Maroc, les recettes phyto-
thérapeutiques sont préparées seules dans 85.3 % des cas ou mélangées avec d’autres

ingrédients (14.7 % des cas).

Différentes parties de la plante sont utilisées pour la préparation des différentes recettes
thérapeutiques (feuilles, racines et partie aérienne). Selon les observations, I’efficacité de la
plante réside dans 1’utilisation des racines alors que la partie aérienne vient en second lieu. La
prédominance d’utilisation d’un organe par rapport a un autre dans le domaine de la
phytothérapie émane de la différence dans la concentration en principes actifs dans ces
organes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Rodrigues (2007) qui a trouvé
que les racines et les écorces sont les parties de Cissus populnea et de Zizyphus mucronata les
plus utilisées avec des pourcentages de 54,9% et de 57,58%, respectivement. La racine ne
peut étre utilisée que dans peu de préparations médicinales car ’enlévement des racines
pourrait causer la mort de la plante, mettant I'espece dans une situation vulnérable quand la
récolte est significative et quand il n'ya aucun plan de culture. Les especes C. populnea et Z.

mucronata seraient alors menacés de disparition en absence d’un plan de culture.
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Tableau 5 : Plantes médicinales recensées, leurs usages thérapeutiques et leurs modes de

Reésultats et Discutssion

préparation.
Famille Nom Scientifique Nom Partie utilisée/Traitement Mode de | Citation
locale préparation
Apiaceae Petroselinumsativum | maadnouss | Plante entiére, feuilles / Pathologies | Décoction 03
Hoffin. du systtme urinaire /Production | Infusion.
du lait chezles femmes allaitantes et
les anémies.
Astereaceae Artemisia herba | Chih Plante entiére / diabétique, | Décoction, 03
alba antispasmodique, antihelminthique, tisane,
carminatif, nausée,  analgésique | poudre,
abdominal et analgésique du sein Mastication.
Anthemis arvensis. Baboundj | Fleurs / antihelminthiques, | Décoction, 02
analgésiques, Convulsions, estomac, | tisane,
inflammation de la gorge. Fumigation.
Artemisia Chadjret Feuilles / hypertensive, Infusion, 01
absinthium meriem Décoction.
Cupressaceae | Juniperus oxycedrus | Aaraar Partiec aérienne / eczéma, Diarrhée, | Décoction, 02
antihelminthique,  toux, douleur a | tisane,
I'estomac, douleur a la poitrine, voies | poudre
carminatives et urinaires,
inflammation.
Fabaceae Trigonella  fenum | Helba Graines/ Apéritif, antihelminthique, | Décoction, | 02
graecum infection génitale, anémies et la tisane,
production laitiére dans les femmes | poudre
allaitantes
Lamiaceae Rosmarinus AKklil Partie aérienne / estomac, le diabéte et | Décoction, 03
officinalis la doulere de 1a téte. tisane,
poudre.
Origanum Zaater Partie aérienne / Rhum, douleur de | Décoction, 05
glandulosum menstruation, pelvienne infection, | tisane,
toux, carminatif et antihypertenseur fumigation,
poudre.
Marrubium vulgare | Temeriouit | Partie aérienne / diarrhée, fievre, maux | Décoction, 05
L. detéte, antidiabétique, tisane
antihypertenseur et stimulant
hépatique.
Lavandula El Partie aérienne / infection de ’appareil | Décoction, | 04
officinalis khouzama | génital, antispasmodique et grippal, | tisane,
douleurs de I’estomac poudre
Mentha spicata Naanaa Partie aérienne, feuilles /| Décoction, 03
Antispasmodique, hypotensive, tisane, fresh
analgésique, dents, antihelminthique et
nausée
Teucrium polium Khiata Partie aérienne/ eczéma Poudre, 03
Mentha pulegium Fliou Partie aérienne / Vomissements, | Décoction, | 02
diarrhée, douleurs abdominales, toux | tisane.

et analgésiques.
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Lauraceae Laurus nobilis Rand Feuilles/ Contre les troubles supérieur | Décoction, 03
du systeme digestif etles douleurs | Infusion
arthritiques.
Liliaceae Aloe socotrina Essebar Feuilles/ Hypersensibilité et maladies | Decoction 01
de la peau
Asphodelus Beruag Racine/ partie aérienne, feuilles / | Poudre 15
microcarpus Douleurs arthritiques, rhumes et
Salzm.& Viv. eczéma, douleurs de loreille,

pathologies de 'appareil respiratoire et

bronchite, asthme.

Myrtaceae Myrtus communis Rihan Feuilles / eczéma, hypertensives et | Poudre, 03

les maladies cutanées. Décoction
Eucalybtus torquata | calitouss Feuilles / Douleur, pathologies du | Décoction, .03
Luehmann systétme respiratoire et douleur | Infusion
arthritique.

Pinaceae Pinus Pinaster Aiton | Snowber feuilles / maladies de la peau. Poudre 02

Rutaceae Ruta chalepensis Fidjel Partie aérienne / diarrhée, | Infusion 02
Vomissements et tumeurs du sein

Salicaceae Populus nigra Safsaf Plante entiére, feuilles / pathologies du | Décoction, | 01
systéme respiratoire. Infusion,

poudre
Zingiberaceae | Zingiber officinale | Zendjabil | Racines / carminatif, rhum, relaxation, | Décoction, | 02
Roscoe. analgésique et hypotension. tisane
Eugenia Kronfel Antipyrétique, antiseptique, | Décoction, 03
caryophyllus anesthésique, analgésique tisane
(Spreng.)
Bullok
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2. Extractions et analyse phytochimique

2.1. Rendement des extractions

L’extraction est une étape trés importante pour I’isolement et l'identification des
principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale, notamment le cas des
polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs activités biologiques

diverses en particulier leur propriétés antioxydante et anti-inflammatoire (Su et al., 2006).

Dans la présente étude, deux méthodes d’extraction ont été utilisées. La décoction qui
permet d’extraire préférentiellement les composés polaires et quelques composés amphiphiles
(Jones et Kinghon, 2005). Selon Markham (1982), I’extrait aqueux contient des flavonoides
glycosylés et des tannins. Dans la deuxieme méthode, I’extraction est faite par le méthanol
capable d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires et de faciliter 1'extraction d’un
grand nombre de composés polaires ainsi que des composés de moyenne et de faible polarité
(Seidel, 2005). 11 est connu comme un solvant ayant une interaction avec une grande diversité
de composés bioactifs. En effet, Khoddami et al. (2013) ont montré que le méthanol et I’eau

sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques.

Les rendements d'extraction des composés phénoliques de différentes parties de la

plante A. microcarpus sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6. Aspects, couleurs et rendements des extraits bruts des différentes parties

d’Asphodelus microcarpus.

Partie étudiée Solvant Aspect Couleur Rendement (%)
.. M¢éthanol Pateux Vers foncé 7,49
Parie aérienne
Eau Poudre Marron foncé 3,88
. M¢éthanol Pateux Vers foncé 13,45
Feuilles
Eau Poudre Marron foncé 17,32
. M¢éthanol Pateux Vers foncé 7,92
Tige et fleurs
Eau Poudre Marron foncé 14,6
. M¢éthanol Pateux Marron foncé 39,29
Racines
Eau Poudre Marron clair 37,4

Les résultats de rendement des extraits méthanoliques et aqueux exprimés par rapport au
poids de la matiere seche d’Asphodelus microcarpus, relévent un pourcentage plus élevé pour
les racines de D’extrait méthanolique et aqueux qui est de l'ordre de 39,29 et 37,4%,
respectivement ; suivi par 1’extrait aqueux et méthanolique des feuilles avec un rendement de
17,32 % et 13,45 % respectivement. Dans cette étude, les rendements des extraits
méthanoliques étaient plus divers que ceux de la décoction. Le rendement d’extraction, la
composition des extraits obtenus et par conséquent leurs activités biologiques dépendent de
plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction, le temps de macération, la température
(Tabart et al., 2007 ; Tiwari et al., 2011 ; Terblanche et al., 2017), la polarité et la nature des
solvants utilisés (Franco et al., 2008, Lee et al., 2003). On constate qu’il y une différence de

rendements d’un organe a un autre.
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2.2. Analyse phytochimique

Les dosages des polyphénols et des flavonoides dans les extraits méthanoliques et
aqueux ont été réalisé par les méthodes du Folin-Ciocalteu et au trichlorure d’aluminium,

respectivement. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 7

Tableau 7: Teneurs en polyphenols totaux (mg EAG/g), flavonoides (mg ER/g) de
différentes parties d’Asphodelus microcarpus. PA : partie aérienne, TF : tiges-

fleurs, F : feuilles, R : racines.

Partie de Extrait methanolique Extrait aqueux
la Plante

Polyphénols Flavonoides Polyphénols Flavonoides
PA 616+ 0,01 35,13 £ 0,00 388 +0,03 25,93 £ 0,00
TF 602,33 + 0,07 29,75 £ 0,01 310+ 0,03 7,6 £0,01
F 755,3 £0,04 42,2+ 0,04 704 + 0,04 13,8 £0,02
R 377+ 0,03 15.37+£0,01 164 + 0,02 11,2+ 0,05

Chaque valeur représente la moyenne de 3 mesures + SD.

Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement
entre les extraits des différentes parties étudiées d’A. microcarpus. Les extraits méthanoliques
possedent les teneurs les plus élevées. Considérant les organes, les feuilles renferment les
teneurs les plus importantes en ces composés pour les deux extraits méthanoliques et aqueux.
Khoddami et al. (2013) ont montré que le méthanol et I’eau ainsi que leur mélange a
différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de

composés phénoliques. L’utilisation des feuilles de plantes sous forme de poudre rend
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I’extraction plus efficace, car 1’échantillon devient plus homogene, la surface de contact avec
le solvant devient plus grande, la pénétration a I’intérieur des cellules est plus facile

(Khoddami et al., 2013).

Le dosage par le réactif de Folin Ciocalteu donne une évaluation brute de tous les
composés phénoliques d’un extrait. Il n’est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composées peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha
et al., 2007) .Ce test, basé sur une réaction d’oxydoréduction, peut étre également considéré
comme une méthode permettant d’évaluer 1’activité¢ antioxydante (Prior et al., 2005). De ce
fait les extraits les plus riches en composées phénoliques peuvent étres également considéré

comme les plus antioxydants.

Concernant les teneurs en flavonoides il apparait que les feuilles de [’extrait
méthanolique possedent un taux ¢élevé (42,2 mg ER/g) par rapport a celui de I’extrait aqueux
(13,8 mg ER/g) de la MS. Par contre, les racines représentent la partie la plus pauvre. Selon
Falleh et al. (2008) et Terblanche et al. (2017) une meilleure récupération de polyphénols et

de flavonoides est obtenue avec le méthanol.
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3. Caractérisation phytochimiques par HPLC/MS/MS

La comparaison des temps de rétention des composés des extraits méthanoliques
d’Asphodelus microcarpus avec ceux des différents standards a permis de suspecter la
présence de 19 composés phénoliques. Il s’agit de 11 acides phénols (acide gallique, acide
chlorogenique, acide caffeique, acide ellagique, acide ferulique, acide hydroxybenzoique,
I’acide p-coumarique, acide rosmarique, acide sunergique, acide transinamylaldehyde et acide
vanillique,) et 8 flavonoides (catechole, rutine, scutellarine, quercetin-3-O-galactoside,
lutéoléine, cyanine chloride, Myrtilline, quercetine et rutine), I’acide suergique n’est détecté
que dans ’extrais méthanolique des tiges-fleurs . Le tableau 8 montre les différents composés

rencontrés avec leurs concentrations respectives.

Les résultats de I’analyse des extraits méthanoliques révelent la présence d’acides
phénoliques et de flavonoides. Les conditions de séparation utilisées ont permis d’obtenir des
chromatogrammes bien résolus (figure 12). Dix neuf (19) composés phénoliques sont
identifiés. Les extraits méthanoliques des différentes parties de la plante renferment trois
acides phénols (Acide chlorogenique, Acide ferulique et acide P-coumarique) en grande
quantité, tandis que I’acide sunergique a été détecté seulement dans la partie tige-fleurs. Parmi
les flavonoides détectés dans les deux extraits (EMPA, EMTF) on trouve la quercetine, alors
que dans les EMF et EMR la rutine a été détectée. Le catéchol n’est détecté que dans 1’extrait

méthanolique (EMTF), (tableau 8).
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Figure 12a. Profils chromatographiques des extraits méthanoliques d’A4. microcarpus obtenus par

HPLC/MS/MS. A= partie aérienne ; B : tiges-fleurs.
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Figure 12b. Profils chromatographiques des extraits méthanoliques d’A4. microcarpus obtenus par

HPLC/MS/MS. C : feuilles, D : racines.
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Tableau 8: Composés phénoliques identifiés par HPLC/MS/ MS dans les extraits

méthanoliques d’A. microcarpus.

Composés TR Concentration ng/mL Q1 Q3 PMT

phénoliques TF R PA F

Acide gallique 1,53 / 101 55,2 67,1 169 124,6 170,12

Catechole 5,5 273 |/ / / 109 109 110,1

Acide 5,94 6260 | 2040 | 9140 | 1120 | 353,155 190,4/ 84,8 /93,1/ 354,31

chlorogenique 0 168,2

Acide vanilique 6,38 135 222 92,2 25,7 166,66 107,8/151,2/ 151,7 168,15

Acide 6,48 33 61,3 72,1 39,2 134,779 88,4/106,8/ 89,1 135,12

hydroxybenzoiqu

e

Acide synergique | 6,48 95,1 |/ / / 196,718 120,4/120,7/ 198/,17
152,3

Acide caffeique 6,5 30,7 | 51,1 94 122 178,465 134,2/106,4 / 18,16
89,1

Rutine 6,84 / 36 / 23,2 300,604 299/299,9 / 610,52
270,9

Quercetine3-O- 7 52,1 5,83 70,2 79,1 463 301 464,379

galactoside

Myrtilline 7,01 20,4 | 4,74 9,57 10,3 462,198 299,8/270,8/ 500,8
254,7

Acide-P 7,06 510 172 569 1170 | 162,756 118,8/118,1/ 164,16

coumarique 92,7

Acide ferulique 7,2 272 379 249 575 192,807 133,9/133,4/ 194,18
177,8

Acide rosmarique | 7,38 12,3 13,2 11,1 3,18 358,319 160,7/161/ 360,32
132,7

Acide 7,95 1030 | 51,1 759 605 131,797 103,7/102,8/ 132,16

transcinamaldehy 101,9

de

Luteoline 8 2140 | 85 1730 | 1690 | 285 217 286,24

Cyanine chloride | 8 3120 | 136 2440 | 2310 | 286,198 133,4/132,8/ 287,1
150,6

Quercetine 8,01 395 |/ 2,06 |/ 462,178 150,4 302

Acide ellagique 8,01 11 3,22 4,76 |/ 300,703 149,7/150,6/ 302,197
149.9

Apigenine 8,4 135 2,64 66,9 |239 |269 151 270,12

TR : temps de rétention ; TF : tige fleur ; R : racine ; PA : partie aérienne ; F : feuille ; Q1 : Poids
moléculaire de composé, Q3 : Poids moléculaire de fragment, PMT : poids moléculaire théorique.
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4. Activités antioxydantes des extraits d’Asphodelus microcarpus

4.1. Piégeage du radical DPPH’

L’activité antioxydante des extraits d’Asphodelus microcarpus vis-a-vis du radical
DPPH est évaluée en suivant la réduction de ce radical. Les résultats montrent que les extraits

aqueux et méthanolique ont une activité anti-radicalaire importante (figure 13 et 14).

1M

IC50 (ng/mL)

_

I I
Quer EMPA EMTF EMF EMR

Figure 13 : Activité anti radicalaire des extraits méthanoliques d’Asphodelus microcarpus.
EMPA : extrait méthanolique de la partie aérienne, EMTF : extrait méthanolique
des tiges et fleurs, EMF : extrait méthanolique des feuilles, EMR : extrait

méthanolique des racines. Les valeurs représentent la moyenne = SD (n=3).

Les extraits aqueux et méthanolique des feuilles d’A. microcarpus montrent l'activité
antioxydante la plus forte avec des valeurs d’ICsy de 98,66 et 33,33 ug/mL, respectivement.
D’aprés ces résultats, 1’extrait qui présente une forte activité antioxydante est celui qui
posséde une teneur ¢élevée en polyphénols. La différence dans l'activité peut étre due a la
teneur en composés phénoliques. Les extraits méthanoliques sont dotés d’une activité

inhibitrice plus forte que celle des extraits aqueux. Cette différence est souvent attribuée au
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fait que les extraits des solvants organiques sont plus riches en métabolites secondaires
polaires, de moyenne et de faibles polarité (Kintzios et al, 2010).

Les polyphénols sont des donneurs efficaces d'atome d'hydrogéne au radical DPPH en
raison de leurs structures chimiques idéales. Des études ont prouvé que les composés
phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont responsables de 1’effet scavenger des

radicaux libres (Amessis-Ouchemoukh et al., 2014 ; Zhang et Zhao, 2016).

800+
k%
600+ 777
P k&%
[ *kk
% — —
= 400- )
o =
[ o
200+ )
o ns
0 ' |
)

1 T T 1
Quer EAPA  EATF EAF EAR

Figure 14 : Activité anti radicalaire des extraits aqueux d’Asphodelus microcarpus. EAPA :
extrait aqueux de la partie aérienne, EATF : extrait aqueux de tige et fleurs, EAF :
extrait aqueux feuilles, EAR : aqueux des racines. Les valeurs représentent la
moyenne + SD (n=3); ns: non significatif, *** p < 0.001, comparées avec la

Quercétine.

4.2. Effet sur I’oxydation du f—caroténe

La capacité antioxydant des extraits étudiés a été également évaluée par le test au B-
caroténe/acide linoléique. Les radicaux libres provenant de 1’oxydation de I’acide linoléique
attaquent la B-caroténe et induisent sa décoloration. La présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le
blanchissement de la B-caroténe (Naidu et al., 2011). La propriété de décoloration du B-
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carotene est employée dans I'évaluation de l'activité antioxydants. Les résultats obtenus

montrent les extraits d’A. microcarpus inhibent d’une maniére significative 1’oxydation

couplée du B-caroteéne/acide linoléique (figures 15 et 16). Tous les extraits expriment des

activités antioxydantes significatives (p < 0,05). L’extrait méthanolique des tiges-fleurs,

feuilles et de la partie aérienne possedent une importante activité antioxydante estimée a

88,02%, 79,72% et 75,71 %, respectivement. Ces derni¢res sont peu différentes de celle du

contrdle positif (BHT) avec une activité inhibitrice de ’ordre de 99 %. L’extrait aqueux des

feuilles montre une activité antioxydante de 99%, suivie par la partie aérienne (96,14%) et

I’extrait tige-fleurs (94,6 %). Par contre, les extraits des racines sont les moins actifs.
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Figure 15: Pourcentage d’inhibition du blanchissement de B-caroténe apreés 24 h par les

extraits méthanoliques d’Asphodelus microcarpus. EMPA : extrait méthanolique

de la partie aérienne, EMTF : extrait méthanolique de tige et fleurs, EMF : extrait

méthanolique feuilles, EMR : extrait méthanolique des racines, BHT : butyl

hydroxytoluene. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3) ; ns: non

significatif, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

D’aprés les résultats du test de blanchiment du B-caroténe en présence des différents

extraits d’A. microcarpus et du BHT, les extraits aqueux semblent inhiber d’une maniére trés
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efficace 1’oxydation couplée de I’acide linoléique et du B-caroténe. Cette activité antioxydante
est suivie par celles des extraits méthanoliques. Ces résultats montrent une corrélation faible
entre 1’activité antioxydante et le contenu en polyphénols et flavonoides. Ceci peut étre du a
la nature des antioxydants qui inhibent 1’oxydation de I’acide linoléique, neutralisent les
radicaux libres, ou les deux en méme temps (Naidu et al., 2011). Un extrait qui retarde ou
inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres
et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al., 2006). Toutefois les extraits d’'A.
microcarpus ont une capacité de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en especes
non réactives et interrompre la chaine de réactions radicalaires. Les flavonoides et les
polyphénols d’une maniére générale ont la capacité de piéger les radicaux libres et par
conséquent, retarder I’auto-oxydation des lipides (Ayala et al., 2014). Ils inhibent la
peroxydation lipidique en un stade précoce en scavengeant les radicaux peroxydes, comme ils
peuvent interrompre la chaine de réactions radicalaires en donnant de 1’hydrogene (Sandhar et

al., 2011).

Selon Ferreria et al. (2006), le test d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique
couplée a celle du P-caroténe, parait trés utile comme un modéle mimétique de la

peroxydation des lipides dans les membranes biologiques.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du blanchissement de B-caroténe aprés 24 h par les

extraits aqueux d’Asphodelus microcarpus. EAPA : extrait aqueux de la partie

aérienne, EATF : extrait aqueux de tige et fleurs, EAF : extrait aqueux feuilles,

EAR : aqueux des racines, BHT : butyl hydroxytoluene. Chaque valeur représente

la moyenne = SD (n = 3) ; ns: non significatif, *** p <0.001.

4.3. Effet chélateur du fer ferreux

Les résultats obtenus montrent que 1’activité antioxydante la plus élevée est

généralement obtenue avec les extraits aqueux (tableau 9). Par contre, I’'ICsy des extraits

méthanoliques sont relativement élevée (activités plus faibles). Egalement, une grande

différence est observée entre 1’effet de I’extraits aqueux et méthanolique des feuilles. De plus,

I’EAF a 2 mg/ml présente un bon effet chélateur avec une ICsy = 60 + 30 pg/ mL tandis que

I’EMF méme a 6 mg/mL présente une ICso = égale a 310+ 116 pug/ mL.
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Tableau 9 : Pouvoir chélateur des ions ferreux, exprimé en ICsy (ug/mL), des différents

extraits méthanoliques et aqueux d’A4 .microcarpus et du standard de référence

(EDTA).
ICs¢ Chélation de fer (ng/ mL)
Extraits/Standards
Méthanoliques Aqueux
PA 150 £ 130™ 63+5™
TF 76 £10.7™ 60+30™
160 +£82™ 79+10™
F 310+ 116" 2840 + 540"
EDTA 6.16 £0.8

Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures + standards de
déviation. PA . partie aérienne, TF : tige et fleurs, EMF : feuilles,
EDTA : Ethylénediaminetétraacétique ; ns: non significatif, * p < 0.05, ***
p <0.001.

La présente étude montre que les extraits étudiés posseédent une activité chélatrice en
capturant les ions ferreux avant qu’ils soient complexés avec la ferrozine, selon le principe de
la technique. Toutefois, les extraits aqueux d’A. microcarpus sont meilleurs que les extraits
méthanoliques. Ceci pourrait étre attribué a la solubilité des agents chélateurs dans I’eau. En
effet, Sahreen et al. (2010) ont montré que les extraits des plantes induisent des effets
chélateurs de maniére directement liée a la polarité des solvants utilisés. Les groupements
hydrosolubles posseédent un caractére nucléophile élevé qui leur confére la capacité chélatrice
(Ozen et al., 2011). Les constituants aqueux sont plus capables d’inhiber la formation du
complexe Fe*" - ferrozine en capturant les ions ferreux avant la ferrozine. Il a été rapporté que

les agents chélateurs sont efficaces comme antioxydants secondaires car ils réduisent le
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potentiel redox en stabilisant la forme oxydée des ions métalliques (Giil¢in et al. 2007). De
plus, la capacité chélatrice d’un composé phénolique dépend de la disponibilité d’un certain
nombre de groupements fonctionnels convenablement orientés (Van Acker et al., 1996). Donc
un échantillon riche en composés phénoliques ne pourrait pas chélater les métaux de transition
si ses polyphénols ne disposent pas les groupements fonctionnels nécessaires pour I’activité

chélatrice (Wong et al., 2006 ).

Contrairement aux résultats des tests précédents, 1’extrait méthanolique des racines
chélate les ions ferreux plus efficacement que les feuilles. Ces constatations pourraient
indiquer que les composés phénoliques ne sont pas les principaux chélateurs présents dans les
extraits qui sont en fait un mélange complexe d’acides organiques, d’acides aminés et de

sucres qui peuvent contribuer a la séquestration des métaux de transition (Wong et al., 2006).

La chélation des ions métalliques meénent a bloquer la réaction de type Fenton
génératrices de radicaux OH'. Parmi les espéces d’ions métalliques, les ions Fe*” sont les pro-
oxydants les plus puissants a cause de leur réactivité élevée (Gulcin et al., 2010). IIs
catalysent la décomposition des hydroperoxyde en radicaux alkoxyle et peroxyle, amplifiant
la peroxydation des lipides (Pincemail et al., 2002). De plus, les extraits ou les composés
ayant l'activité de chélation sont censés empécher la peroxydation de lipide en stabilisant les
métaux de transition (Wu et Ng, 2008). Il a ét¢ montré que les agents chélateurs sont efficaces
en tant qu'antioxydants secondaires, parce qu'ils réduisent le potentiel redox stabilisant de ce

fait la forme oxydée de 1'ion métallique (Suresh-Kumar et al., 2008).
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4.4. Pouvoir réducteur

La réduction du Fe*" est utilisée comme indicateur de I’activité de donneur d'électrons,
qui est un mécanisme important de l'action antioxydante des composés phénoliques et
fortement corrélée avec d'autres propriétés antioxydantes. Le pouvoir réducteur est confirmé
par le changement de la couleur verte de la solution d'essai a une couleur bleue en fonction de

la concentration de I’antioxydant (Prasad et al., 2010).

Les différents extraits méthanolique d’A. microcarpus ont exprimé un pouvoir réducteur
largement ¢€levé aux extraits aqueux. Cette réduction semble étre due a nature des substances
réductrices existantes dans ces échantillons. Les résultats montrent que le pouvoir réducteur
de TEMPA, EMTF et EMF exprimé en ICsy sont de 63 = 11 pg/mL, 66 £ 15 pg/mL et 67 +
7,5 ng/mL, respectivement a la dose test de 5 mg/mL. Les activités sont similaires a celles
obtenues par ’EAF (71+ 2 ng/mL), EATF (73,66 = 1 pg/mL) et EAPA (89,33 £ 1 pg/mL).
Le BHT utilis¢ comme antioxydant standard présente un pouvoir réducteur puissant avec une
valeur d’ICsy de 8,6 = 1,1 pug/ mL. Le pouvoir réducteur des racines de 1’extrait méthanolique
et aqueux d’A4. microcarpus est plus faible (ICso =400 = 100 png/mL, 374,33 £+ 25 ng/mL), les
résultats sont présentés dans les figures 17 et 18. Ce pouvoir est dii a la présence de composés
donneurs d'électron ayant une capacité¢ d’inhiber les réactions en chaines déclenchées par les
radicaux libres, et peuvent réduire les intermédiaires oxydées des processus de peroxydation

des lipides (Chanda et Dave, 2009 ; Prasad et al., 2010).
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Figure 17 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques d’Asphodelus microcarpus.
EMPA : extrait méthanolique de la partie aérienne, EMTF : extrait méthanolique
de tige et fleurs, EMF : extrait méthanolique feuilles, EMR : extrait
méthanolique des racines, BHT: butyl hydroxytoluene. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3).
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Figure 18 : Pouvoir réducteur des extraits aqueux d’Asphodelus microcarpus.. EAPA : extrait
aqueux de la partie aérienne, EATF : extrait aqueux de tige et fleurs, EA F:
extrait aqueux feuilles, EAR : aqueux des racines, BHT : butyl hydroxytoluene.

Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3), *** p <0,001.
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4.5. Piégeage du radical hydroxyle

Dans ce test, l'activité antioxydante est déterminée sur la base que les extraits
possedent la capacité a piéger le radical hydroxyle. Selon les figures 19 et 20, les extraits d’A.
microcarpus présents des capacités a piéger le radical hydroxyle trés variées d’un extraits a un
autre. La meilleure activité inhibitrice d’OH est obtenue avec les extraits préparés par
décoction. Donc les extraits d’4. microcarpus étaient capables de piéger le radical hydroxyle
d’une manié¢re dépendante de la concentration. A une concentration de 20 mg/mL , les extraits
méthanoliques de la partie aerienne , tiges-fleurs et feuilles d’A. microcarpus révélent une
actuvité intéressante , comparable a celle du standard utilisé (Vit C ), avec des valeurs d’ICsy :
822 £ 157 pg/mL ; 839 = 108 pg/mL ; 943 £ 146 ug/mL et 80 + 35 pg/mL respectivement. A
une concentration plus ¢levée (30 mg/mL), les extraits aqueux de la partie aerienne, tiges-
fleurs et feuilles montrent des activités nettement supérieurs avec des valeurs d’I1Csy de 490 +

130 ug/mL, 650 = 240 pg/mL et 943 + 146 ng/mL, respectivement.

Le radical hydroxyle est I’une des puissantes especes réactives de 1’oxygene dans le
systeme biologique qui réagit avec les lipides, les protéines et les acides nucléiques ce qui
conduit a la destruction de ces molécules et a la lyse des cellules. L’inhibition de ce radical est
cruciale dans la prévention des maladies induites par le stress oxydant. Ce radical est généré
de peroxyde d’hydrogéné par la réaction de Fenton ou par la réaction de Haber-Weiss (Nimse

etal., 2015).
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Figure 19: La capacité¢ des différents extraits méthanoliques d’A. microcarpus a piéger le
radical hydroxyle. EMPA : extrait méthanolique de la partie aérienne, EMTF :
extrait méthanolique de tige et fleurs, EMF : extrait méthanolique feuilles, EMR:

extrait méthanolique des racines. Les valeurs représentent la moyenne + SD

(n=3).
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Figure 20 : La capacité des différents extraits aqueux d’4. microcarpus a piéger le radical

ICs (ug/mL)

hydroxyle. EAPA : extrait aqueux de la partie aérienne, EATF : extrait aqueux de

tige et fleurs, EA F: extrait aqueux feuilles, EAR : aqueux des racines. Les

valeurs représentent la moyenne + SD (n=3).
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Le piégeage du radical hydroxyle est basé sur le transfert d’'un atome d’hydrogeéne
(Gupta, 2015). 1l apparait clairement que les différentes classes des composés phénoliques
(flavonoides, acides phénols et tannins hydrolysables) participent dans le piégeage du radical

hydroxyle.

L’inhibition du radical hydroxyle par les composés phénoliques, en particulier les
flavonoides et les tanins est fortement liée a la structure de ces composés. La présence des
groupements hydroxyles libres dans la structure des composés phénoliques permettent le
transfert d’un proton vers le radical hydroxyle (Terml et Smejkal, 2016). Hagerman et al.,
(1998) ont rapporté que les composés phénoliques de haut poids moléculaire ont plus la
capacité a inhiber les radicaux libres et que leur efficacité¢ dépend au poids moléculaire , au
nombre des cycles aromatiques et au nombre des groupements hydroxyles. Cependant, Huang
et al. (2005) indique que ce test peut aussi mesurer le pouvoir chélateur du fer au lieu de
déterminer la capacité inhibitrice du radical hydroxyle puisque la plupart des antioxydants ont

la propriété de chélater les métaux.

4.6. Pouvoir antioxydant par ABTS

L’activité antioxydante des extraits de la plante 4. microcarpus est mesurée et
comparés avec BHT vis-a-vis le piégeage de radical libre ABTS. Les résultats sont présentés
sur les figure 21, 22. Les résultats montrent que les extraits aqueux présentent un effet
antioxydant remarquable vis a vis du radicale ABTS avec des ICsy de 1’ordre de 55,3 £ 0,5
png/mL, 55,6 + 6 pg/mL et 320 £ 180 pg/mL, respectivement pour EAPA, EATF et EAR, par
contre les capacités antiradicalaires des extraits méthanoliques sont faibles avec des ICsy de

62+0,5 67+1et430+ 11 pg/mL pour EMTF, EMPA et EMR, respectivement.
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Figure 21: Activité scavenging du radical ABTS™ des extraits aqueux d’Asphodelus
microcarpus. EAPA . extrait aqueux de la partie aérienne, EATF : extrait aqueux
de tige et fleurs, EAF : extrait aqueux feuilles, EAR : aqueux des racines, BHT :

butyl hydroxytoluene. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3).
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Figure 22 : Activité scavenging du radical ABTS™ des extraits méthanoliques d ’Asphodelus
microcarpus. EM PA : extrait méthanolique de la partie aérienne, EMTF : extrait
méthanolique de tige et fleurs, EMF : extrait méthanolique feuilles, EMR : extrait
méthanolique des racines, BHT : butyl hydroxytoluene. Chaque valeur représente la

moyenne + SD (n = 3). * p <0.05, *** p <0.001, comparées au BHT.
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Les extraits méthanolique et aqueux des feuilles posseédent I’activité anti-radicalaire la
plus importante (ICsp = 22 + 11 pg/mL et 29 + 6 pg/mL, respectivement). Le BHT utilisé
comme antioxydant standard présente un pouvoir réducteur puissant avec une valeur d’1Csy de
43 £+ 0.12 pg/mL. Ces résultats suggeérent que l'activité antioxydante de [’extraits
méthanolique et aqueux de la plante étudiée peut étre corrélée avec leurs teneurs en composés
phénoliques. Ces composés sont des constituants des plantes trés importants connus comme
substances antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes
réactives de I’oxygene (Kelly et al., 2002) ou prévenir la décomposition des hydroperoxydes
en radicaux libres. Bhouri et ses collaborateurs (2010) ont montré que les flavonoides ont une
activité potentielle vis-a-vis du radical ABTS+. Ceci peut étre expliqué par le fait que les
flavonoides stabilisent les espéces réactives de 1’oxygeéne en réagissant avec le composé

réactif du radical.

La mesure de l'activit¢ antioxydante avec les tests DPPH et ABTS sont rapides,
sensibles et plus fréquemment appliquées pour I'évaluation préliminaire du potentiel
antioxydant de diverses substances naturelles. Bien que les principes de base soient similaires,
le test ABTS est préférable pour évaluer l'activité antioxydante des antioxydants lipophiles et
hydrophiles (Dobravalskyte et al., 2012 ; Gulcin, 2012). En revanche, le DPPH est plus
sélectif car il ne réagit pas avec les flavonoides qui ne contiennent pas de groupes hydroxyles
dans le cycle B (Yokozawa et al., 1998), ainsi que les acides aromatiques comportant un seul
groupe hydroxyle (Von Gadov et al. 1997). Ces observations corroborent avec les travaux de
Samaniego Sanchez et al. (2007), qui ont montré que la meilleure méthode pour la
détermination de la capacité antioxydante de I’huile d'olive vierge est le test ABTS qui donne

une haute reproductibilité et des coefficients de corrélation acceptables.
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5. Activités anti-inflammatoires et antiarthritique in vivo

5.1. Test de toxicité des extraits d’A. microcarpus

Avant d’entamer les études in vivo pour I’évaluation de I’activité antiinflammatoire des
extraits, une évaluation de la toxicité de ces derniers est indispensable. Les résultats de I’étude
de la toxicité aigué des différents extraits aqueux et méthanoliques d’A4. microcarpus étudiées
par voie orale, n’ont montré aucun déces et aucun signe clinique de toxicité (changement de
comportement, respiration, consommation d’eau et de nourriture, chute de poils...etc.), et ce
aprés 1’administration des doses de 2000 mg/Kg p.c aux souris. Toutes les souris ont survécu
a I’issue des 14 jours d’observation. Par conséquent, ces différents extraits semblent étre non
ou modérément toxiques jusqu’a la dose de 2000 mg/Kg. Ces extraits peuvent donc étre

utilisés avec un minimum de risques de toxicité.
5.2. Activités anti-inflammatoires in vivo

L’cedéme de D’oreille induit par I’xylene chez la souris et de la patte induit par la
carragénine chez le rat sont deux modéles expérimentaux largement utilisés pour le criblage
des anti-inflammatoires naturels ou de synthése qui agissent a différents niveaux de
I’inflammation (Ouédraogo et al., 2012 ; Ishola et al., 2015). Ces deux modeles

d’inflammation aigue sont choisis dans notre étude.
5.2.1. Effet sur I’cedéme induit par la carragénine

L’étude de I’activité anti-inflammatoire des différents extraits méthanoliques et aqueux
de la plante 4. microcarpus est réalisée par la mesure de 1’épaisseur de 1’cedéme induit par la
carragénine chez les différents groupes (témoin, essai et standard) en absence et en présence

d’un traitement anti-inflammatoire. Cet agent pathogeéne induit au niveau de la patte droite du
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rat un cedéme considéré comme un signe caractéristique de l'inflammation et un parametre
trés important dans 1'évaluation de l'activité¢ anti-inflammatoire de plusieurs composés
(Banerjee et al., 2000). Le diametre de la patte mesuré par le pied a coulisse a donné les
résultats reportés sur les figures 23 et 24 (A et B) montrant I’augmentation du diametre de la
patte en fonction du temps. Afin de mettre en évidence 1’effet anti-inflammatoire de notre
extrait, les % d’inhibition de ’cedéme en fonction du temps (heures) ont été calculés et les

résultats sont présentés dans les tableaux (10 et 11).

Les résultats obtenus montrent que l'injection de la carragénine provoque une
augmentation de 1’épaisseur de 1'cedéme chez tous les lots traités. De plus, I'administration
orale du diclofénac a une dose de (20 mg/kg p.c) entraine une diminution significative de
'cedéme avec un pourcentage d’inhibition atteignant 63.05 % apres 6 heures. En effet, la dose
de 300 mg/kg des extraits méthanoliques et aqueux manifeste son effet inhibiteur dés la
premiere heure qui suit l'injection de la carragénine, puis cet effet augmente progressivement
jusqu'a la sixieme heure. La dose de 500 mg/kg inhibe la formation de I'cedéme de maniére

plus considérable.
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Figure 23 : Effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques sur 1’cedéme de la patte
induit par la carragénine. A : extrait méthanolique de la partie aérienne (EMPA),
B : extrait méthanolique des racines (EMR). Tm : Témoin ; Dic : Diclofenac. Les
valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (n = 5), ns: non significatif, *** p <
0.001, **%k sk p <0.0001.
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Figure 24 : Effet anti-inflammatoire des extraits aqueux sur I’cedéme de la patte induit par la
carragenine. C : extrait aqueux de la partie aérienne (EAPA) et D : extrait aqueux
des racines (EAR). Tm : Témoin ; Dic : Diclofenac. Les valeurs sont exprimées en
moyenne £ SEM (n = 5), ns: non significatif, ** p < 0.01, *** p <0.001, **** p <
0.0001.
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Tableau 10 : Inhibition de I’cedéme plantaire induit par carragenine chez les rats (en %) par

I’extrait méthanolique de la partie aérienne (EMPA) et racinaire (EMR) d’4.

microcarpus

EMPA d’A. microcarpus (mg/Kg)

EMR d’A. microcarpus (mg/kg)

Diclofénac

t (h) (20 mg/Kg)
100 300 500 100 300 500

1 29.08 +0.13°"  16.35+0.18"" 18.7+0.047" 2337 +£0.04™ 1537+0.08"  29+0.05"" 21.88+0.14""
2 40.96 +0.02°"  25+024 20+0.157 27+0237 23.95+0.147"  31.98+0.07"" 32.80+0.08""
3 61.62+0.17"" 31.98 £ 0.1 35.11£0.09™"  46.15+0.12""" 34+0.197" 50+0.12"" 40 +0.08""
4 58.45+0.01""  344+011"™" 47.44+012™" 56.43+0.08"" 44 +0.08"" 53.44 +0.19™" 50+0.16"""
6 63.05+0.06™"  46.54+0.1"™" 5512+ 0.08™ 58.04+0.04"" 50.83+0.1"""  55.03+0.117"" 58.75+.05"""

Valeurs exprimées en moyennes = SEM (n = 6), **** p < 0.0001.

Tableau 11 : Inhibition de I’cedéme plantaire induit par carragenine chez les rats (en %) par

I’extrait aqueux de la partie aérienne (EAPA) et racinaire (EAR) d’A.

microcarpus

EAPA d’A. microcarpus (mg/Kg)

EAR d’A. microcarpus (mg/Kg)

t (h) :)Zigll(:lfé/l;?c

#/Ke) 100 300 500 100 300 500
1 29.08+0.13™" 26.88+0.04™"  27.09+0.02"" 2623 +0.02"" 9.28+0.06™" 23.49+0.16" 14.39 +0.03"™*
2 40.96 +0.02" 30.61+£0.08™"  30.01+£0.07"" 33.44+0.117" 27.30+0.14™" 30.69+0.07°"  29.62+0.08""
3 61.62+0.1"" 31.25+0.07""  47.06+0.27"" 48.38+0.22""" 50.77 +0.17°" 52.93+0.02"  56.19+0.04™"
4 58.45+0.01"" 40.65+0.077"  5551+0.11"" 59.84 +£0.05"" 58.91+0.03"" 56.62+0.077"  60.57 £0.06™""
6 63.05 £ 0.06"" 50.57£0.06™"  56.73+0.09™" 61.69 +0.09™" 60.64 % 0.04™ 63.78+0.05"  64.93£0.05""

Valeurs exprimées en Moyenne £ S.E.M (n = 6), ** p <0.01,
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La carragenine, un polysaccharide sulfaté linéaire induit un cedéme local qui atteint son
maximum apres 4 h. Le mécanisme moléculaire de cette inflammation est caractérisé par la
libération de plusieurs médiateurs qui sont a I’origine du processus inflammatoire (Ouédraogo
et al., 2012). Cette réponse inflammatoire est biphasique dont la phase initiale d’environ une
heure, est due a la libération de I’histamine et de la sérotonine, alors qu’au cours de la
deuxiéme phase (1 h 30 min - 3 h) la bradykinine est libérée. La biosynthése des
prostaglandines intervient au-dela de la troisiéme heure (Alam et al., 2011 ; Sharififar et al.,

2012).

Dans la présente étude, les extraits méthanoliques et aqueux dans les doses (100, 300 et
500 mg/kg) sont a I’origine d’effets anti-inflammatoires se traduisant par une réduction tres
significative de 1'cedéme de la patte induit par la carragénine a partir de la deuxiéme heure
jusqu’a la sixiéme heure de I’expérimentation. Ces résultats peuvent traduire la présence de
substances actives sur les médiateurs communs a 1’inflammation et au processus douloureux
comme |’histamine, les prostaglandines (Iwalewa ef al, 2007). Sachant toutefois que la
plupart des anti-inflammatoires sont cliniquement efficaces dans la deuxiéme phase de
l'inflammation (Olajide et al., 2000 ; Mehmood et al., 2016). En effet, Il est noté que I’effet
des extraits est plus prononcé apres 4 h quelque soit la dose utilisée. La richesse des extraits
méthanoliques et aqueux en constituants phénoliques pourraient en partie expliquer ces
activités. Les tanins et les flavonoides contribuent a cet effet anti-inflammatoire en inhibant la
production de médiateurs pro-inflammatoires tel que les leucotriénes, et les prostaglandines

(Silva et al., 2007).

En fait, Asphodelus microcarpus contient des flavonoides aglycones (Kaempferol,
quercetine, myricetine), des flavonoides glycosylés, des stéroides aglycones (B-sitostérol) et

des stéroides glycosylés (Perihan et al., 2015). Selon Kim et ses collaborateurs (2006), 1’acide
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gallique et ses dérivés sont responsables de I’inhibition de I’activation du p38 MAPK, et de
la fixation du NF-«xB, essentiels pour I’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et
IL-6. En plus, les tannins ont la capacité¢ d'inhiber la phospholipase A2, conduisant a
I’inhibition des leucotriénes et des prostaglandines (Glaser et al.,1995; Chandra et al., 2007,

Da Silva et al., 2008).

Baiju et ses collaborateurs (2015), ont découvert que 1'extrait méthanolique de Punica
granatum 1inhibait de maniére significative la formation d'cedéme de maniére dose-
dépendante. La dose de 500 mg/kg montrait un effet inhibiteur de 70,7 % pour le modele
induit par la carragénine (Ajaikumar et al., 2003). En outre, nos résultats rejoignent ceux de
Razik et al. (2016) qui indiquent que l'effet anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique des
racines d Asphodelus microcarpus peut s’expliquer en partie par la présence des polyphénols.
De plus, de nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des
propriétés anti-inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systéme immunitaire par inhibition de 'activité des enzymes qui peuvent étre responsables de
I’inflammation, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant 1'inflammation en
inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (Gallego et al., 2007). De plus, Kim et al,
2006 ont montré que les flavonoides sont capables d'inhiber 1'histamine et les flavones et les
flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol, myrecétine
possedent une activité inhibitrice forte de la cyclooxygénase (COX 2) et a un degré plus faible

de la COX-1 (Qa’dan et al., 2011).

5.2.2. Effet sur I’cedéme de ’oreille induit par le xyléne

L’effet anti-cedémateux des extraits méthanoliques et aqueux a été investigue en

utilisant le modéle de I’cedéme de ’oreille induit par le xyléne chez la souris. Les signes de
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I’inflammation qui comportent une rougeur et un gonflement, sont apparus chez tous les

groupes qui ont subi 1’application de xyléne sur ’oreille droit aprés quelques minutes.

Le traitement par 100 mg/Kg, des extraits aqueux (EAR, EATF, EAF et EATF) a
induit une atténuation tres significative de 1’cedéme. Les taux d’inhibition sont trés proches
(87%, 87%, 84 et 82%) respectivement. De méme, les extraits methanoliques ont exercé des
inhibitions similaires. Les pourcentages d’inhibitions sont proches a celui obtenu avec
I’aspirine utilis¢ comme anti-inflammatoire de référence (88,74%). Une diminution
significative de 1’cedéme est observée chez les souris du groupe traite par 500 mg/Kg des
extraits méthanoliques et aqueux par rapport aux souris traité¢ par la dose 300 mg/Kg (figures
25, 26). Cette diminution correspond a 99, 98, 96 et 96% par les extraits EMF, EMPA, EMTF

et EMR, respectivement et a 99, 98, 97 et 96% par les extraits EATF, EAPA, EAF et EAR,

respectivement.

100 - 1z -

fak

22

Asp 123 123 123
EMPA EMTF EMF EMR

FEE

P ?
==

80+

60

40

*4 d'ihhibition

Figure 25: Effet des extraits méthanoliques (EM) d’A.microcarpus sur 1’cedéme de 1’oreille
induit par I’xylene chez les souris par rapport a ’aspirine a 100 mg/kg. EMPA
extrait méthanolique de la partie aérienne, EMTF : extrait méthanolique de tige
et fleurs, EMF : extrait méthanolique feuilles, EMR : extrait méthanolique des
racines, Asp : Aspirine, 1: 100 mg/kg, 2: 300 mg/kg, 3: 500 mg/kg, ns : non
significatif, * p <0.05. ** P <0,01. *** P <0,001.
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Figure 26: Effet des extraits aqueux (EA) d’A. microcarpus sur I’cedéme de 1’oreille induit
par le xyléne chez les souris. L’aspirine a 100 mg/kg. EAPA : extrait aqueux de
la partie aérienne, EATF : extrait aqueux de tige et fleurs, EAF : extrait aqueux
feuilles, EAR : aqueux des racines. ASP : Aspirine, 1: 100 mg/kg, 2: 300 mg/kg,
3: 500 mg/kg, Les valeurs représentent les moyennes = SEM (n=6), ns: non

significatif, ** P <0,01. *** : p <0.001.

L’cedéme de I’oreille induit par le xyléne est un modele expérimental reproductible et
présente une bonne valeur prédictive pour le criblage des agents anti-inflammatoires (Lu et
al., 2006). L’application du xyléne sur I’oreille induit une accumulation de liquide conduisant
a la formation d’un cedéme qui est caractéristique de I’inflammation aigiie (Okoli et al.,
2007). Dans ce mod¢le d’inflammation aigue, la réponse induite par le xyléne est caractérisée
par un cedéme provoqué par une vasodilatation et une infiltration de leucocytes, et plusieurs
médiateurs inflammatoires sont libérés (Chen et al., 2012 ; Chibli et al., 2014). L’étude
réalisée par Birari et ses collaborateurs (2009) a montré que dans les 30 premiéres minutes,
des amines vasoactives (histamine et sérotonine) sont libérées et sont responsables de la
formation de I’cedéme. Cependant, la migration des neutrophiles est mise en évidence environ
1 h apres Iirritation (Calder, 2006; Nicolaou et al., 2011). La présente étude montre que

I’cedéme a été inhibé de maniere dose-dépendante par les extraits
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Le mécanisme moléculaire et cellulaire par lequel le xyléne induit I’inflammation met
en jeu les neurones sensoriels sensibles a la capsaicine qui suite a une stimulation, libérent un
nombre de médiateurs qui peuvent initier la réaction inflammatoire. Ce phénomeéne est connu
sous le nom de I’inflammation neurogénique. La substance P et le peptide 1i¢ au géne de la
calcitonine sont les principaux initiateurs de 1I’inflammation neurogénique. Ils induisent une
vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant sur les muscles lisses des vaisseaux
sanguins et les cellules endothéliales (Rotelli et al, 2003), comme ils peuvent activer
directement les mastocytes et les autres cellules immunitaires. Il est également admis que les
neurones sensoriels contiennent des cyclooxygénases capables de synthétiser les
prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson et Vasko, 2003). Les travaux de Shale et ses
collaborateurs (1999), rapportent que les extraits aqueux, méthanolique et héxanique des
feuilles de Malva parviflora inhibent significativement la synthése des prostaglandines in
vitro. Dans une autre étude, Shale ses collaborateurs (2005) ont rapporté que des fractions de
I’extrait dichlorométhanique possédent une activité inhibitrice vis-a-vis de la cyclooxygénase
2 responsable de la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires. D’une autre part,
Afolayan et ses collaborateurs (2008) ont rapporté que la richesse en flavonoides joue un réle
dans I’inhibition de P’activit¢ de la COX-2 en plus de leur effet comme inhibiteurs de la
transcription du NFkB en inhibant les kinases impliquées dans la transduction du signal

(Gonzalez-Gallego et al. 2007).

Les résultats de la présente étude sont en accord avec ceux obtenus par Bitencourt et al.
(2011) qui ont montré que les extraits méthanolique et aqueux de Caulerpa mexicana diminue
significativement 1’épaisseur de ’oreille induit par le xyléne. Une autre étude réalisée par
Zhao et al . (2018), a montré que l’extrait éthanolique des feuilles de Juniperus Sabina

diminue significativement 1’cedéme induit par le xyléne.

&9



Reésultats et Discutssion

5.3. Activité antiarthritique

Les propriétés anti-inflammatoires des extraits méthanoliques et aqueux d’A.
microcarpus ont été évaluées dans un modele d'inflammation articulaire. L’ arthrite induite par
le formaline (2%) chez les rats Wistar albino a été choisie. L’cedéme des pattes a été induit
par une seule injection 100 pL de formaline, suivi par un rappel au 3°™ jour. Les signes
d'arthrite sont apparus apres I’induction de I’inflammation. Les résultats obtenus montrent que
I’épaisseur de la patte droite du groupe témoin ont développe apres un jour de I’induction de
I’cedéme, ce dernier caractérisé par une augmentation de 1’épaisseur de la patte de 6,052 +
0,248 mm. Les autres symptomes de I’inflammation (une rougeur, un gonflement de la patte)
¢taient moins marqués dans le cas des groupes traités par EMPA, EMR, EAPA et EAR. Le
médicament standard (aspirine) utilisée comme anti-inflammatoire de référence montre
¢galement une arthrite modérée avec une diminution significative (p < 0,05) de I’cedéme de la
patte comparé a celui du groupe non traité. La différence de 1’épaisseur un jour apres
I’induction de I’inflammation est de 5,78 + 0,15 mm. La présence d'effet inhibiteur de ce
traitement peut étre expliqué par une absorption ou une biodisponibilité rapide des molécules

actives des extraits méthanoliques et aqueux.

Les signes arthritiques ont été réduits jour aprés jour pendant la période expérimentale
jusqu’au 10 jour comme le montre les figure 27 et 28. L’épaisseur de la patte enflammée aux
jours 2,4, 6, 8 et 10 et au cours de la période d’expérience ont montré qu’apres 1’injection de
la formaline une diminution de 1’cedéme est observée dans tous les groupes méme en absence
de tout traitement. Cependent, une diminution plus importante est constatée chez les groupes

traités par les extraits méthanoliques et aqueux.
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Figure 27: Effet anti-inflammatoire des extraits EMPA (A), EMR (B) sur 1’évolution de
I’cedéme de la patte induit par la formaline. EMPA . extrait méthanolique de la
partie aérienne, EMR : extrait méthanolique des racines ; Asp: Aspirine, Tm:

Témoin. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (n = 6), ns: non
significatif, * p < 0,05 ;** p <0,01 ; *** p <0,001 ; **** p <0,0001.
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Figure 28: Effet anti-inflammatoire des extraits EAPA (A), EAR (B) sur I’évolution de
I’cedéme de la patte induit par la formaline. Asp: Aspirine ; Tm: Témoin ; Les

valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (n

6), ns: non significatif,

*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001.
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Le traitement des rats avec les extraits méthanoliques et aqueux a permis de provoquer
une diminution significative des signes arthritiques, en comparaison avec celui du groupe
arthritique, cette diminution était dose-dépendante. Les traitements avec 100 et 200 mg/kg p.c
de EMPA, EMR, EAPA et EAR ont réduit significativement la taille des pattes des rats (p <
0,0001) a la fin de I’expérience. Ces résultats révelent 1’efficacité des extraits méthanoliques

et aqueux d’A .microcarpus dans la thérapie du modele de I’arthrite induite par le formaline.

L’augmentation de I’épaisseur de la patte chez le groupe témoin non traité a été plus
importante que les groupes traités. Ceci prouve que la formaline a induit une réaction
inflammatoire générant un cedéme. En effet, I’injection de la formaline provoque la libération
de plusieurs médiateurs chimiques responsables du processus inflammatoire. Cette réponse
inflammatoire induite est bi phasique dont la phase initiale (=1 heure) est due a la libération
de I’histamine et de la sérotonine, la bradykinine est libérée au cours de la deuxiéme phase
(1,5-3 heures), et la biosyntheése des prostaglandines intervient apres la troisieme heure
(Reanmongkol et al., 2009). Ces médiateurs augmentent la perméabilité¢ vasculaire facilitant
un exsudat de la circulation sanguine vers I’espace interstitiel, cause de I’cedéme localisé et la

sensation de la douleur (Mansour, 2015).
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6. Activité analgésique in vivo

Ce test a été réalisé chez les souris pour étudier I’effet des extraits méthanoliques et
aqueux d’A. microcarpus sur la sensibilit¢ nociceptive périphérique. L’injection intra-
péritoniale de I’acide acétique 6% provoque chez la souris une réaction typique de crampes,
réaction caractérisée par des vagues de contractions et d’¢longation de la musculature
abdominale suivies d’une extension des pattes postérieures. Le mécanisme d’apparition de la
douleur résulte d’une Iésion tissulaire responsable de la libération de nombreux médiateurs
chimiques tels que : I’histamine, la prostaglandine et la sérotonine, dans le liquide
intrapéritonial, qui vont stimuler les récepteurs nociceptifs situés au niveau péritonéal
(Kouakou et al., 2010). Les résultats du test de Koster représentant le nombre des crampes et

les % d’inhibition sont regroupés dans les figures 29 et 30
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Figure 29: Pourcentage d’inhibition de la réponse nociceptive des extraits méthanoliques d’A.
microcarpus par rapport a 1’aspirine a 100 mg/kg. EMPA : extrait méthanolique de la
partic aérienne, EMTF : extrait méthanolique de tige et fleurs, EMF : extrait
méthanolique feuilles, EMR : extrait méthanolique des racines, Asp : Aspirine, 1: 100

mg/kg, 2: 300 mg/kg, 3: 500 mg/kg) ns: non significatif, * p <0,05.
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Figure 30: Pourcentage d’inhibition de la réponse nociceptive des extraits méthanoliques d’A.
microcarpus par rapport a 1’aspirine a 100 mg/kg. EAPA : extrait aqueux de la partie
aérienne, EATF : extrait aqueux de tige et fleurs, EAF : extrait aqueux feuilles, EAR :
aqueux des racines. Asp. : Aspirine, 1: 100 mg/kg, 2: 300 mg/kg, 3: 500 mg/kg ; ns: non

significatif.

D’apres les résultats, on trouve que 1’acide acétique induit une moyenne de 130 crampes
comptabilisés au bout de 30 minutes chez le lot témoin non traité et de 5,8 + 10,9 chez les
témoins traités par 1’aspirine. Le nombre de crampes induites par 1’acide acétique a été
significativement réduit par les extraits méthanoliques et aqueux d’A. microcarpus
administrés par voie orale. A la dose de 100 mg/kg, les extraits montrent une importante
activité analgésique avec un pourcentage d’inhibition de 71, 52, 51 et 40% pour les extraits
aqueux (EAPA, EAF, EATF et EAR) et de 83, 78, 63 et 41% ) pour les extraits
méthanoliques (EMPA, EMTF, EMF et EMR) largement comparable a I’ action de la
substance de référence (84,50%). A plus fortes doses (500 mg/kg), I’extrait méthanolique et
aqueux de la partie aérienne ont réduit significativement le réflexe des crampes induit par

I’AA avec un pourcentage de 100% et 88,61 % respectivement.

95



Reésultats et Discutssion

Les extraits aqueux et méthanoliques d’A. microcarpus aux différentes doses, exerce
des effets protecteur vis a vis de la douleur chimique. Les effets analgésiques obtenus avec les
différentes doses, sont comparables aux effets analgésiques périphériques de I’ Aspirine testé a
la dose de 100 mg/kg. Ces résultats sont similaires a ceux obtenu par Hosni et al (2019), qui
rapportent que I’administration de 25 et 50 mg/kg des extrais méthanoliques des feuilles
d’A.microcarpus et 200 mg/kg d’aspirine ont exercés un effet protecteur vis-a-vis la douleur
provoquée par 1’acide acétique. Le puissant effet inhibiteur des contractions abdominales est
enregistré avec a la dose plus élevée (63.81%). L’effet analgésique des extraits sont dose
dépendant, ceci est en accord avec plusieurs études (Olugbenga et al., 2001 ; Halmi et al.,
2016 ; Zeghad et al., 2016). 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 algogenes via les cyclooxygénases (COX) et la biosyntheése 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 facon significative
I’action algogene de 1’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 I’extrait, qui pourrait exercer leur effet analgésique au niveau

central et/ou périphérique.

Des études précédentes utilisant des souris Swiss A/binos ont rapporté que des extraits
hydroalcooliques (100 a 400 mg/Kg, p.c) des espéces du genre Cleome, en 1’occurrence de

Cleome viscosa, et Cleome rutidosperma, posseédent un effet analgésique (Parimala Devi et
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al., 2003 ; Bose et al., 2007,). Le criblage phytochimique effectu¢é sur 1’extrait
hydroalcoolique de Cleome arabica a révélé la présence de phytoconstituants, comme les
alcaloides, flavonoides (quercetine, apigenine, kaempferol), et triterpénes (Ajaiyeoba et al.,
2008, Nsonde-Ntandou et al., 2010). Ces constituants sont susceptibles d’étre responsables de

I’effet analgésique observé a travers les trois tests de I’extrait hydroalcoolique de C. arabica.

Ces résultats indiquent que A. microcarpus exerce un effet protecteur (analgésique) vis-
a-vis de la douleur chimique. Les extraits méthanoliques serait un bon analgésique surtout
périphérique en agissant sur la synthése des prostaglandines pour la voie périphérique
(Michele et al., 1976 ). Ceci confirme les résultats obtenus par Liu et al. (2014). L’activité
analgésique périphérique des différents extraits serait due a la présence des composés
phénoliques et des alcaloides. Ces composés sont en effet connus, comme doués de propriétés
analgésiques dans d’autres plantes médicinales comme Jasminum amplexicaule et
Elephantopus tomentosus (Jia et al., 2008; Yam et al., 2009). Le mécanisme de 1’action
analgésique pourrait étre basé sur I’inhibition des cyclo-oxygénases, les lipo-oxygénases et la
production des deux prostaglandines (PGE2 et PGE2a) et médiateurs inflammatoires (Dou et

al., 2004; Chavan et al., 2010).
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7. Effets immunomodulateurs in vivo

Le titre des anticorps dirigés contre des globules rouges des moutons (SRBC) déterminé
par hémagglutination (HA) est utilisé pour évaluer la réponse immunitaire humorale. Les
résultats (figure 31 et 32) ont montré que les extraits méthanoliques et aqueux de la plante
A .microcarpus augmentent significativement le titre des anticorps chez les souris traités avec
200 mg/ml de EM PA (725 p< 0.001), EMR (581 p< 0.001), EAPA (490 p< 0.001) et EAR

(405 p< 0.001) en comparaissant avec le titre du groupe contréle négatif (81) .
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Figure 31: Effet des extraits méthanoliques d’A. microcarpus sur le titre des anticorps chez
les souris. EMPA : extrait méthanolique de la partie aérienne, EMR : extrait méthanolique des
racines, TN : Temoin non traité¢ ; TS : Temoin sain (non immunisé) ; 1: 50 mg/kg, 2: 100
mg/kg, 3: 200 mg/kg, Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne £ SEM (n = 6). ns:

non significatif, *** p <0,001. ** p <0,01.
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Figure 32: Effet des extraits aqueux d’A. microcarpus sur le titre des anticorps chez les
souris. EAPA : extrait aqueux de la partie aérienne, EAR : aqueux des racines,
TN : Temoin non traité ; TS : Temoin sain (non immunisé) ; 1: 50 mg/kg, 2: 100
mg/kg, 3: 200 mg/kg) ns: non significatif .Les résultats sont exprimés sous

forme de moyenne +£ SEM (n = 6). *** P <0,001, ** P <0,01.

Ce travail met en évidence pour la premiere fois certaines applications thérapeutiques de
I’espéce Asphodelus microcarpus. Cette étude a porté sur 1’évaluation de deux modes
d’extractions, aqueux et methanolic, dans le but de démontrer I’efficacité optimale de ces
extraits sur le plan immunitaire. Nos résultats ont démontré de trés intéressants effets
immunomodulateurs des extraits aqueux et méthanoliques (EAPA, EAR, EMPA et EMR)
d’A.microcarpus, particulicrement a 100 et 200 mg/kg. Nous avons noté un effet
immunostimulateurs dose dépendant. Les valeurs élevées du titre d'anticorps hémagglutinants
obtenu par les différents extraits de la plante ont indiqué que I'immunostimulation a été
obtenue par immunit¢ humorale. Dans ce systeme, lorsque les lymphocytes B se lient a
I'antigéne étranger, ils se multiplient par mitose, puis se transforment et se différencient en

cellules sécrétrices d'anticorps. Ces anticorps sont impliqués dans les mécanismes
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d’¢limination de [I'antigéne a savoir; l'activation du complément, ['opsonisation, la
neutralisation des toxines, etc. (Miller ef al., 1991). Dans la présente étude, les extraits de la
plante peut étre capables d'influencer ’activation des macrophages et de LT et LB sous-
ensembles de lymphocytes impliqués dans la syntheése d'anticorps (Benacerraf, 1978) qui
donnent le titre d'agglutination plus ¢levé contre le SRBC. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Vaghasiya et ses collaborateurs (2010), qui rapportent que 1’extraits
methanolic et aqueux d’Ocimum sanctum ont la capacité de stimuler la réponse humorale a la
dose 200mg/kg. Anarthe et al., (2014), ont démontré la capacité de 1’extrait méthanolique de
Trigonella foenum graecum a produire d'anticorps hémagglutinants contre le SRBC , ont
indiqué que l'immunostimulation a été obtenue par immunité humorale. Par conséquent. Les
agents immunomodulateurs d'origine végétale renforcent la réactivit¢ immunitaire de

I'organisme contre pathogeéne en activant le systéeme immunitaire (Vaghasiya et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales fréquemment utilisées dans la pharmacopée traditionnelle, se
sont vues reconnaitre un effet thérapeutique au cours des siecles. Certaines d’entres elles ont
fait I’objet d’études phytochimiques et ont abouti a I’isolement et a I’identification de
principes actifs. La démarche poursuivie dans la réalisation de cette theése consiste a faire une
¢tude ethnobotanique qui a abouti au choix d’Asphodelus microcarpus pour la réalisation de
I’é¢tude. Ce travail rentre dans le cadre de la valorisation du patrimoine naturel de la région de
Tebessa. Apres extraction 1’analyse quantitative et qualitative des composes chimiques
susceptibles d’avoir une activité pharmacologique est effectuée. Les activités antioxydante,
anti-inflammatoire et immunomodulatrices sont évaluées.

Une enquéte ethnobotanique réalisée aupres des herboristes et des tradipraticiens a
permis d'inventorier les plantes médicinales utilisées dans la région de Tebessa. Cette enquéte
a permis de connaitre les différents usages populaires de ces plantes. Asphodelus microcarpus
représente 1’une des plantes largement utilisées dans la région.

L’analyse phytochimique a montré que les extraits méthanoliques d’A. microcarpus
renferment les teneurs les plus élevés en polyphénols et flavonoides. Leurs profils
chromatographiques a révélé une grande diversité des molécules détectées.

Plusieurs techniques in vitro ont révélé que les extraits méthanoliques et aqueux

présentent un intérét potentiel par leurs activités antioxydantes.

L’étude de la toxicité” aigue de cette plante a permis de conclure que les extraits
methanoliques et aqueux d’A. microcarpus ne présentent aucune toxicité a la dose de 2 g/kg

du poids corporel.

L’activité anti-inflammatoire in vivo a été examinée sur différents modéles.

L’inhibition du développement de I’cedéme de 1’oreille induit par le xylene a montré que les
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extraits administrés par voie orale de 500 mg/kg d’EMPA et EMF ont montré une inhibition
significative de 99%. Cet effet était d’ailleurs confirmé sur le modele de I'eedéme de la pate
induit par la carragénine avec des pourcentages d’inhibition de I’ordre de 61,69 et 64,93 %
d’EAPA et ’EAR, respectivement. De plus, les extraits d’A. microcarpus ont montré un effet
antiarthritique non négligeable dans 1’étude in vivo chez les rats avec arthrite expérimentale
induite par le formaldéhyde. Une activit¢é immunomodulatrice considérable sur la production
des anticorps était observée chez les souris traités avec 200 mg/mL ou EMPA a donné un
effet meilleur (p < 0.001).

D’autre part, A. microcarpus a montré une activité analgésique périphérique intéressante
a la dose 500 mg/kg avec des pourcentages d’inhibition de 88% et 100% pour EAPA et
EMPA, respectivement
Ces résultats supportent ['utilisation d’Asphodelus microcarpus en médecine populaire
algérienne. La multitude des effets pharmacologiques établis au cours de ce travail, ainsi que
I’absence de toxicité du moins aigue de la plante et 1’identification phytochimiques ouvrent
des perspectives pour une utilisation thérapeutique rationnelle voir industrielle, et constitue

une base pour d’autres études visant a investiguer les mécanismes d’action.

A Tissue de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus
approfondie pour isoler, purifier et identifier les molécules responsables des activités
précédentes, et étudier les mécanismes d’action sur les médiateurs inflammatoires, les
enzymes impliquées dans la production des ROS et sur les systemes antioxydants in vivo. Le
mécanisme par lequel les extraits de la plantes induisent I'immunomodilation est inconnu et
nécessite des études plus approfondies si ceux-ci doivent étre inclus dans la liste d'agents
thérapeutiques. L’effet antiarthritique sur d’autres modeles mimant 1’arthrite rhumatoide

humaine, comme D’arthrite induite par le collagéne type II, serait d’une grande importance.
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Annexes

Annexe 1

QUESTIONNAIRE D’ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

Age: ....... Sexe: M/ F Lieu............
Quelle sont les plantes les plus utilisées pour le traitement des douleurs arthritiques, Eczéma,
douleur de I’oreille, maladies de la peau.
PLANTE : Nom Locale ...,

v" Quelles utilisations faites-vous de cette plante ?

v" Quelles maladies soigne-t-elle ?

v" Quelles parties récolter (partie aérienne, feuilles, tige fleurs, fleures, écorces de tronc

Racines ...... )?

v" Quand doit-on récolter ?

(\

Faut-il Iutiliser a 1’état frais ou sec ?

Comment procede ton au séchage ?

Comment se fait la préparation ?

Quelle quantité de drogue faut-il prendre et dans quel volume d’eau?

En cas de décoction ou d’infusion quelle est la durée correspondante ?

vV VvV VY V VY

Comment utilise-t-on la préparation ?
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Résumé

Le travail de la présente these vise a évaluer les activités antioxydantes, anti-inflammatoires analgésiques et
immunomodulatrices des extraits méthanoliques (EM) et aqueux (EA) des différentes parties d’Asphodelus
microcarpus’. L estimation des quantités des polyphénols et des flavonoides a montré que les EM sont plus riche
en polyphénols et flavonoides que les EA. Six tests ont été réalisé pour 1’étude de ’activité antioxydante des
extraits : DPPH, ABTS, OH  scavenging, chélation du fer ferreux, pouvoir réducteur et B-caroténe/acide
linoléique. Les effets anti-inflammatoires, antiarthritiques et immunomodulateurs ont été étudiés in vivo sur des
modéles animaux, Les deux tests d’inflammation induite, ‘Carrageenan Induced Paw Edema : CIPE’ et ‘Xylen
Induced Ear Edema : XIEE’ ont montré que les extraits APME et RME ont produit un effet anti-cedématogene.
Les extraits APME, LME SFME et RME ont montré une inhibition significative de 1’cedéme dans le XIEE. Dans
I’arthrite induite par le formaldéhyde au niveau de la patte des rats, le traitement par les EM et des EA a révélé
une inhibition significative du gonflement des pattes. L’effet immunomodulateurs des extraits ont provoqué une
immunostimulation significative de la production des anticorps chez les souris immunisées par les globules
rouges de mouton. L’étude in vivo a montré un effet analgésique périphérique significatif. En conclusion, cette
étude soutient l'utilisation traditionnelle de cette plantes pour traiter certains désordres liés a 1’inflammation et
pourrait constituer une base pharmacologique pour ’utilisation thérapeutique d’Asphodelus microcarpus dans les
cas d’inflammation et d’immunodéficiences

Mots clés : Immunomodulation, effets anti-inflammatoires, Asphodelus microcarpus, extraits de plante,
antioxydants, analgésique.

Abstract

The present work aims to evaluate the antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and immunomodulatory
activities of the methanolic (EM) and aqueous (EA) extracts of the different parts of Asphodelus microcarpus,
a plant of the Liliaceae family. The determination of the amounts of polyphenols and flavonoids has shown that
EM are richer in polyphenols and flavonoids than EA. Six tests were carried out for the study of the
antioxidant activity of the extracts: DPPH, ABTS, OH" scavenging, ferrous iron chelation, reducing power and
B-carotene / linoleic acid. The anti-inflammatory and immunomodulatory effects have been studied in vivo in
animal models. The two induced inflammation tests, 'Carrageenan Induced Paw Edema: CIPE' and 'Xylen
Induced Ear Edema: XIEE' showed that APME and RME extracts produced a significant anti-edematogenic
effect. APME, LME SFME and RME showed significant inhibition of edema for XIEE. Formaldehyde-
induced arthritis in the rat paw revealed that extracts possess significant inhibition of paw swelling. The
immunomodulatory treatment by the extracts resulted in significant immunostimulation of antibody production
in mice immunized with sheep red blood cells. The in vivo study showed a significant peripheral analgesic
effect. In conclusion, this study supports the traditional use of this plant for the treatment of certain
inflammation-related disorders and could provide a pharmacological basis for the therapeutic use of
Asphodelus microcarpus in cases of inflammation and immunodeficiency.

Key words: Immunomodulation, anti-inflammatory effects, Asphodelus microcarpus, plant extracts,
antioxidants, analgesic.
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