dml) Akl Ragal) 4y i) Jad) 4y ggand)
el iy o) el 3058

Ferhat Abbas University, Setif 1
Faculty of Nature and Life
Sciences de

ldghﬁucu.ugc Qhﬁ&u\e
81,\;1\32\:*&3\?33;2,‘55

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
N /SNV/2024

THESE

Présentée par

Imene ROUMILI

Pour Iobtention du dipléme de
DOCTORAT 3™ CYCLE
Filiére : SCIENCES BIOLOGIQUES
Spécialité : BIOCHIMIE
THEME

Propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et
Immunomodulatrice des extraits de Salix alba et
Equisetum arvense

Soutenue publiquement le 30/01/ 2024

DEVANT LE JURY
Président Pr Noureddine CHAREF Prof Univ. F A Setif 1
Directeur Pr Lekhmici ARRAR Prof Univ. F A Sétif 1
Examinateurs Dr Abdelouahab DIAFAT MCA Univ. MBI BBA
Dr Nadia BENZIDANE MCA Univ. F A Sétif 1
Dr Asma MOSBAH Prof Univ. F M Constantine

Laboratoire de Biochimie Appliquée




Dédicaces

Avec mes sentiments de gratitudes les plus profonds, je dédie ce modeste travail:

A celui qui a été toujours le meilleur guide de ma vie et le plus prés de mon
coeur, mon Pere Abdelkrim qui n’a jamais hésité de faire les plus grands

sacrifices pour arriver a mon but.

A la prunelle de mes yeux, le plus grand amour dans mon coeur, qui n’a jamais

cessé de m’encourager, ma mere.

A mon mari Oussama, pour sa patience, son soutien et ses nombreux

encouragements ainsi gu 'a ma belle mére et mon beau pére.
A mes deux petits princes Ilyan et Iyas qui m’ont porté bonheur.

A mes chers fréres Bilel et Oussama, leurs femmes et mon neveu Yahya

A toute la famille.

Imene



Remerciements

J’exprime d’abord mes profonds remerciements a Allah le Tout Puissant qui m’a
donné le courage et la volonté d’achever ce travail.

Je remercie Pr Lekhmici ARRAR, Professeur a I’Université Ferhat Abbas Setif
1, pour avoir accepté de m’encadrer, pour m’avoir ouvert les portes de son
laboratoire et son equipe, pour ses conseils tres importants et pour m’avoir fait
profiter de son savoir faire et compétence durant toute la période de cette these
de doctorat. Qu’il trouve ici mes sentiments de gratitude et 1’expression de ma
vive reconnaissance.

Je remercie vivement Pr Nouredine CHAREF pour son aide et ses conseils qui
m’ont été d’une grande utilité tout au long de mon travail de recherche et d’avoir
accepté de présider le jury.

Je remercie Dr Abdelouahab DIAFAT, Universite Bordj Bouarréridj,
Dr Nadia BENZIDANE, Université Sétif 1 et Dr Asma MOSBAH, Université
de Constantine 1 pour avoir accepté de juger ma these.

Je tiens a remercier Pr Abderrahmane BAGHIANI, Professeur au département
de Biologie, Université Ferhat Abbas Sétif 1, pour m’avoir accueilli au sein de
son laboratoire ainsi que pour sa disponibilité et ses précieux conseils.

Je voudrai s’exprimer ma gratitude a tous les membres du laboratoire de
Biochimie Appliquée de Sétif, en particulier, Nacer Amraoui, Thoraya
Guemmaz, Sara Chadi, Wafa Cheniti et Katia Abdelouhab qui m'ont
soutenue au cours de la réalisation de cette thése.

Un grand merci a mes amis et collégues a 1’'université de Sétif Intissar Serrai,
Khadija Lattafi et Samira Ghedjati, Sarra Roumili.



Liste des travaux

Les résultats de cette theése ont fait 1’objet des publications et communications scientifiques :

Publications

I Roumili, N Mayouf, N Charef, L Arrar, A Baghiani (2022) HPLC analysis, acute toxicity
and anti-inflammatory effects of Salix alba L. barks extracts on experimental animal models.
Indian Journal of Expermental Biology. 60, 842-850 (Catégorie A; IF = 0,555)

I Roumili, W Cheniti, A Baghiani, N Charef, L Arrar (2022). HPLC Analysis, Acute toxicity
and Assessment of Antioxidant and Anti-inflammatory Capacity of different Extracts of
Equisetum arvense. South Asian Journal of Experimental Biology 12 (3), 318-326 (Catégorie
B).

Communications:

Roumili I, Arrar L, Baghiani A, Charef N, 2021, Evaluation of polyphenols and flavonoids,
and antioxidant proprieties of bark extract of Salix alba, ler Séminaire International
Perturbateurs Endocriniens Environnement & Reproduction (PEER), 07-08 Juillet, Blida,
Algeria.

Roumili I, Arrar L, 2019, Antioxidant properties and in vivo antinflammatory activity of
Equisetum arvense, methanolic extract, 1° Séminaire National de 1’Apport des
Biotechnologies Sur La Protection De 1I’Environnement, 15-16 Décembre, M’Sila. Algeria.

Roumili 1, Arrar L, 2020, Evaluation of polyphenols and flavonoids, and antioxidant
proprieties of bark aqueous extract of Salix alba, Third International Symposium Medicinal
Plants and Materials (MPM), 25-27 February, Tebessa, Algeria.

Roumili I, Baghiani A, Charef N, Arrar L, 2018, Contenu en polyphenols et activité
antioxydante de I’extraits d’Equisetum arvense, Séminaire National de Biologie,
Environnement et Santé (SNBES 2018),08 - 09 Octobre, Skikda, Algeria.

Roumili I, Arrar L, Baghiani A, 2019, Evaluation of polyphenols and flavonoids, and
antioxidant proprieties of bark methanolique extract of salix alba, Séminaire international
environnement et toxicologie (SINENTOX 2019), 18 — 19, Constantine, Algeria.

Roumili I, Arrar L, Baghiani A, Charef N, Evaluation of polyphenols and flavonoids, and
antioxidant proprieties of extract of Equisetum arvense, Séminaire International Avancées sur
Les Antioxydants Naturels: Sources, Mécanismes D’action et Valorisation en Santé, 16 et 17
Octobre 2019 Université de Bejaia, Algérie.


https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=fr&user=-apV3lEAAAAJ&sortby=pubdate&citation_for_view=-apV3lEAAAAJ:Fu2w8maKXqMC
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=fr&user=-apV3lEAAAAJ&sortby=pubdate&citation_for_view=-apV3lEAAAAJ:Fu2w8maKXqMC
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=fr&user=-apV3lEAAAAJ&sortby=pubdate&citation_for_view=-apV3lEAAAAJ:JQOojiI6XY0C
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=fr&user=-apV3lEAAAAJ&sortby=pubdate&citation_for_view=-apV3lEAAAAJ:JQOojiI6XY0C
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=fr&user=-apV3lEAAAAJ&sortby=pubdate&citation_for_view=-apV3lEAAAAJ:JQOojiI6XY0C

uadla

1ag) L Aadall Laguailiadl LT\MS\ bl & 8 Equisetum arvense 5 Salix alba i aaaiud
o) iled (QE) 4dlally (ME) ddsilinall cilialiiuall daaw andl duhall 238 aranal a3 ¢ yall
52O aliaal) Jaliall auds 3 Ao liall Aalaially lgDUy (520U cilaliadll Lgnlalis A
dably cdaela ) 5%l jladly (DPPH ladl lgie cihlas) sae Pl (e dibidal) cilealiivall
Llis W syaaall clealaioal of bl cipelal L elyeall b€l Pladl ladly QS yngll Heda
Balall dianad) 355 o) L ag g8y A gdll LSl 20y Daegs ) dgmr 38 (531 BauSI alias (g8
QB ol by Gagan I Salix alba (e Sl paliiwaly Equisetum arvense  Glaaliiu
Glesal) G Leiw 5S/ie 5000 G5 (LD s0) 50 Lieal) depall of ) uds 1385 dusls
iy i Glilpall s @ige ) Salix alba 1 Jgluall (aliied) (e 38/3e 5000 daL
Oe S glly Lulgs milai B Al aall 8 deliall deliially LD saliadll bl
uayally (Carrageenan-Induced Paw Edema : CIPE) ¢OluahSIL oyl Clgaly) (g)laal
EAME 5 SAQE s SAME <laliiwal i (Xylen-Induced Ear Edema : XIEE) oSl
CIPE & 3S/ie 500 dejny (p<0.001) dedsl 1ilian BaS il cleln 6 s culacl EAQE
SAQE 5 SAME claliiudl s WS (sl e 767.31 £77.48 «/.87.56 </.88.62)
o pall) desleall ilgall b LXIEE 1 5a€ L b (38/ae 5005 250) EAQE s EAME
ot lealiioad) (g 25 /3e 500 5 250 o Zogadl) Aadladl) coelal ¢ l3all dajl S (Lol
P e delidl Slea o dildly Adgibiad) claalind) il s 8 L cllad) a0 s
Ol 8 sabiad) alua) 2Ly S elie jiad ) 13a (50l8 38/ 500 5 250 o dalled)
idsibiualy Al Claliiad) jeld aliall & .cag Al shaall adll @liS Aoy daiedl
5auS Baliass lilgiDU 5aliae plaadl 8yfia ailas Salix albay Equisetum arvense J
2 oalal) il sadall AaailN) a3 s e liall Binay Jealiall Gl siliasg
Clal) s 8 adlal) alaandld Gl Wbl jig of Sy ducapall bl (s

el alig

Equisetum arvense « Salix alba ¢ e Ll o) 32y Cilalian (blglN ] clalias dualidal) cilalst)



Résumé

Salix alba (SA) et Equisetum arvense (EA) sont deux plantes largement utilisées en médecine
populaire pour leurs propriétés thérapeutiques. A cet effet, notre thématique de recherche a
pour objectifs d’établir le profil toxicologique, d’évaluer I’effet antioxydant et des effets anti-
inflammatoire et immunomodulateur in-vivo des extraits méthanoliques (ME) et aqueux (QE)
des deux plantes. L’activité antioxydante des différents extraits a été déterminée par plusieurs
tests tels que le test du DPPH, pouvoir réducteur, OH" scavenging et le test d’activité anti-
hémolytique. Les résultats ont montré que les extraits possedent une forte activité
antioxydante qui peut étre essentiellement attribuée a la qualité et la quantité des composés
phénoliques et flavonoides. L’évaluation toxicologique des différents extraits d’Equisetum
arvense et I’extrait aqueux de Salix alba aux doses de 2000 et 5000 mg/kg a permis de
démontrer que leur administration aigu€ n’induit ni mortalité ni effets indésirables indiquant
que la DLso est supérieure @ 5000 mg/kg. Par contre, la dose 5000 mg/kg de I’extrait
méthanolique d’écorce de Salix alba a provoqué une mortalité de tous les animaux. Les effets
anti-inflammatoires et immunomodulateurs ont été étudies in vivo sur des modéles animaux.
Les deux tests d’inflammation induite, par le Carraghénane (Carrageenan-Induced Paw
Edema : CIPE) et par le xylene (Xylen-Induced Ear Edema : XIEE) ont montré que les
extraits SAME, SAQE, EAME et EAQE ont produit un effet antioedématogéne significatif (p
<0,001) avec la dose de 500 mg / kg pour le CIPE aprés 6 h (88,62%, 87,56%, 77,48%,
67,31%, respectivement). Les extraits SAME, SAQE, EAME et EAQE (250 et 500mg/kg) ont
montré une inhibition significative pour le XIEE. Dans I’arthrite induite par la formaline chez
les rats, le traitement par voie orale par 250 ou 500 mg/kg, a révélé une inhibition
significative du gonflement des pattes. L'effet des extraits méthanoliques et aqueux sur le
systeme immunitaire a été évalué par un traitement des souris immunisées par les globules
rouges de mouton par les extraits a des doses de 250 ou 500 mg/kg. Ce traitement a conduit a
une stimulation immunitaire significative de la production d'anticorps.

En conclusion, les extraits aqueux et méthanoliques d’Equisetum arvense et de Salix alba
possédent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, antiarthritiques et
immunostimulatrices intéressantes. Cette étude soutient l'utilisation traditionnelle de cette
plante pour traiter certaines maladies et pourrait constituer une base pharmacologique pour

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

Mots clés : Anti-inflammatoires, Antioxydants, Immunomodulation, Salix alba, Equisetum arvense.



Abstract

Salix alba (SA) and Equisetum arvense (EA) are two plants widely used in folk medicine for
their therapeutic properties. Our research theme aims to establish the toxicological profile, to
evaluate the antioxidant potential, and the anti-inflammatory and immunomodulatory effects
in vivo of the methanolic (ME) and aqueous (QE) extracts of the two plants. The antioxidant
activity of the different extracts was determined by several tests such as the DPPH test,
reducing power, OHe scavenging and the anti-hemolytic activity test. The results showed that
the extracts possess strong antioxidant activity, which can be mainly attributed to the quality
and quantity of phenolic and flavonoid compounds. The toxicological evaluation of the
various extracts of Equisetum arvense and the aqueous extract of Salix alba at doses of 2000
and 5000 mg/kg demonstrated that their acute administration induces neither mortality nor
adverse effects indicating that the LD50 is higher than 5000 mg/kg. On the other hand, the
5000 mg/kg dose of the methanolic extract of Salix alba bark caused mortality of all animals.
The anti-inflammatory and immunomodulatory effects have been studied in vivo in animal
models. The two induced inflammation tests, by Carrageenan (Carrageenan-Induced Paw
Edema: CIPE) and by xylene (Xylen-Induced Ear Edema: XIEE) showed that the SAME,
SAQE, EAME and EAQE extracts produced a significant anti-edematogenous effect
(p<0.001) with the 500 mg/kg dose for CIPE after 6 h (88.62%, 87.56%, 77.48%, 67.31%,
respectively). SAME, SAQE, EAME and EAQE extracts (250 and 500 mg/kg) showed
significant inhibition for XIEE. In formalin-induced arthritis in rats, oral treatment with 250
or 500 mg/kg showed significant inhibition of paw swelling. The effect of the methanolic and
aqueous extracts on the immune system was evaluated by treating mice immunized with
sheep red blood cells with the extracts at doses of 250 or 500 mg/kg. This treatment led to
significant immune stimulation of antibody production. In conclusion, the aqueous and
methanolic extracts of Equisetum arvense and Salix alba have interesting anti-inflammatory,
antioxidant, antiarthritic and immunostimulatory properties. This study supports the
traditional use of this plant to treat certain diseases and it could constitute a pharmacological

basis for its therapeutic use in cases of inflammation and immunodeficiencies.

Keywords: Anti-inflammatories, Antioxidants, Immunomodulation, Salix alba, Euisetum arvense.
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INTRODUCTION

Au cours de ces derniéres années, I'incidence des maladies inflammatoires a fortement
augmenté et devient un véritable fléau mondial. Dans des conditions normales, I'inflammation
est un processus physiologique auto-limitatif. Cependant, dans certains cas pathologiques,
I'inflammation peut persister et devenir incontrdlable donnant lieu a I'apparition de diverses
maladies inflammatoires chroniques telles que le psoriasis, I'athérosclérose et l'arthrite
(Bardaa et al., 2020). La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des
molécules de syntheses de types anti-inflammatoires non stéroidiens ou stéroidiens
(corticoides). Ce sont des médicaments largement utilisés, mais dont les effets secondaires
sont parfois graves, en particulier la toxicité sur le systeme rénal et digestif (Das et al., 2010).
Dans le but de minimiser ces effets secondaires, les laboratoires développent de plus en plus

de procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale.

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 médicinales constituent une source inépuisable des
substances (métabolites secondaires) a activités biologiques et pharmacologiques trés variées
(Hirasa et Takemasa, 1998). Parmi ces meétabolites, on distingue les terpenoides, les
alcaloides et les polyphénols. Et c’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail qui a
pour objectif principal d’évaluer les propriétés antiinflammatoires, antioxydantes et
immunomodulateur des extraits de deux plantes médicinales couramment utilisées en

médecine traditionnelle.



L’écorce de Salix alba connu sous le nom ‘Safsaf ‘et la partie aérienne d’Equisetum
arvense localement appelé ‘Dhayl el Hisann’ récoltés entre mars et juin 2017 de la région de
Djebel Boutaleb, au sud-ouest de Sétif, ont fait ’objet de cette étude. Ces deux plantes sont
largement utilisées dans le traitement des maladies antiinflammatoires, comme le montre

I'enquéte ethnopharmacologique menée au dégut de la présente étude.

La présente thése a pour objectifs :

» La détermination des composes bioactifs par HPLC des extraits méthanoliques et
aqueux de deux plantes médicinales choisies apres une enquéte
ethnopharmacologique.

» L’évaluation in vitro de D’activité antioxydante et anti-inflammatoire des extraits
méthanoliques et aqueux.

» L’évaluation de la toxicité aigu€ des extraits pour s’assurer de leurs utilisations pour le
traitement de I’arthrite induite.

» L’exploration in vivo de I’effet des extraits sur le systéme immunitaire comme anti-

arthritiques et immunomodulateurs.
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CHAPITRE I. INFLAMMATION ET ARTHRITES INFLAMMATOIRES

1. Inflammation

L'inflammation est la réponse des tissus vivants vascularisés a une agression par une
infection pathogeéne ou par un traumatisme. Le but de I’inflammation est d'éliminer 'agent
pathogene et de réparer les Iésions tissulaires (Ashley et al., 2012). Parfois, l'inflammation
peut étre nefaste du fait de I'agressivité de I'agent pathogene, sa persistance dans le siege de

I'inflammation ou par anomalies des régulations du processus inflammatoire.

1.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de quelques jours a quelques semaines
d’installation souvent brutale et caractérisée par des phénoménes vasculo-exsudatifs intenses.
Elle se traduit par quatre symptdmes cardinaux : oedeme, rougeur, douleur et chaleur.
Cependant, un échec dans la résolution provoque une infiltration incontrélée et persistante des
cellules inflammatoires, conduisant ainsi a la progression en inflammation chronique (Lee et
Surh, 2012 ; Rathinam et Fitzgerald, 2016). L’inflammation aigue guérit spontanément ou
avec un traitement. Elle évolue en 3 phases; la phase vasculaire commence par une
vasodilatation de courte durée causée par 1’action du systéme sympathique et est tres
rapidement ressentie puisque douloureuse. Cette douleur s’explique par la libération
d’histamine, de sérotonine, des prostaglandines et de kinine. L’excitabilit¢ des terminaisons
nerveuses en est la conséquence et va conforter le processus douloureux (Bony., 2010). La
vasoconstriction est suivie d’une vasodilatation des vaisseaux, ce qui entraine une
augmentation de la viscosité et de 1’élévation de la perméabilité vasculaire, facilitant ainsi

I’afflux des cellules dans le foyer inflammatoire. La diapédese s’ensuit, aprés 1’adhérence des
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cellules a la paroi endothéliale des vaisseaux sanguins (Kumar et Jain, 2014 ; Lee et Surh,

2012).

La phase cellulaire correspond a I’arrivée au foyer inflammatoire des leucocytes. Elle
débute avec les polynucléaires neutrophiles, qui sont remplacés progressivement par les
cellules mononuclées, principalement les macrophages. La libération d’enzymes
hydrolytiques des polynucléaires et le pouvoir phagocytaire des macrophages permettent la
destruction de 1’agent pathogeéne (Diegelmann et Evans, 2004).

Enfin, la phase de résolution est la phase de 1’¢limination du pathogeéne, des
neutrophiles morts et des produits de la dégradation tissulaire, donc du retour a ’homéostasie.
Les macrophages vont alors secréter des cytokines (IL-4 et IL-10), des fibroblastes et des
médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régenération tissulaire douloureuses

(Diallo, 2020).

Figure 1. Les étapes de la réaction inflammatoire aigué. Le processus inflammatoire aigué est
déclenché par l'interaction d’organismes pathogénes (A), ou les produits tissulaires (B), avec des
récepteurs de reconnaissance présents sur les cellules inflammatoires résidentes dans les tissus affectés
et les cellules épithéliales environnantes. Cela conduit a la libération de différents médiateurs pro-
inflammatoires (C) conduisant a l'activation des cellules endothéliales (D), de la perméabilité
vasculaire (E), I'adhésion des neutrophiles, I'activation et la transmigration (F) ainsi qu’a 1’activation
des plaquettes et des monocytes phagocytose (G) (Dorward et al., 2012).
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1.2. Inflammation chronique

La chronicit¢ de I'inflammation 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 (Rankin, 2004). Elle est caractérisée par une duréee étalée sur des mois ou des années.
Elle peut méme se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998). A la
différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et cellulaires

ne se succedent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de 1’inflammation.

1.3. Médiateurs de ’inflammation

La réponse inflammatoire provoque la libération de divers médiateurs inflammatoires.
Ces médiateurs affectent le développement et la résolution de I’inflammation en agissant sur
les différentes cellules impliquées dans la réaction inflammatoire (Rankin, 2004). Le tableau

1 résume I’origine et les effets des plus importants médiateurs de I’inflammation.

Tableau 1. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le
développement de la réaction inflammatoire (Rankin, 2004 ; Davoine et Lacy, 2014).

Meédiateurs Origines Effets
Histamine Mastocytes, basophiles, Assure la vasodilatation, augmente la
éosinophiles et plaquettes perméabilité vasculaire, induit 1’expression des
molécules d’adhésion sur 1’endothélium
vasculaire.
Sérotonine Mastocytes et plaquettes Augmente la perméabilité vasculaire, dilate les

capillaires et stimule la contraction des
muscles lisses.

Facteurs Plaquette, neutrophiles, Vasodilatation, augmente I’adhésivité de la
d’activation monocytes et cellules paroi vasculaire, stimule [’agrégation des
plaquettaire (PAF) endothéliales plaquettes, induit la production des ROS et la

libération des enzymes lysosomiales par les
neutrophiles, les  éosinophiles et les

macrophages.
Prostaglandine Essentiellement par les Vasodilatation,  renforce  I’action  de
leucocytes I’histamine, augmente la sensitivit¢é des

neurones et est responsable de la douleur.
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Cytokines Macrophages et les Elles  agissent sur  des  récepteurs
lymphocytes membranaires, elles peuvent étre pro-
inflammatoires (IL-1pB, IL-6, ou le TNFa) ou

encore anti-inflammatoires

1.4. Role du neutrophile dans la réaction inflammatoire

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont les cellules principales intervenant au
premier stade de la réponse inflammatoire aigué. Attirés par chimiotactisme, les neutrophiles
actives sécretent le contenu de leurs granules cytoplasmiques, aboutissant a la destruction des
pathogenes. Les neutrophiles produisent également de grandes quantités de radicaux libres,

toxiques pour les pathogénes (Nathan, 2006 ; Prame Kumar et al, 2018).

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent 50% a 70% des leucocytes totaux et
plus de 95% de la population granulocytaire. Elles sont les principales cellules de I’immunité
qui migrent vers les sites inflammatoires, ou elles ingérent et detruisent les microorganismes
infectieux (Defranco et al., 2009). Les activités microbicides et cytotoxiques des PNN
dépendent de différents mécanismes (Figure 2) qui sont d’ailleurs intriqués ; libération
d’enzymes protéolytiques stockés dans des granules spécifiques et production rapide et
massive de radicaux libres, un processus que 1’on appelle I’explosion oxydative des PNN.

Les neutrophiles contiennent en effet quatre types de granules intracellulaires : les
granules primaires ou azurophiles (élastase, myeloperoxydase), granules secondaires ou
spécifiques, granules tertiaires ou gélatinases et vésicules secrétaires ou granules riches en
phosphatase alcaline. Ces granules peuvent fusionner au phagolysosome a 1’intérieur de la
cellule et contribuer a la phagocytose ou fusionner & la membrane plasmique et larguer leur
contenu dans le milieu extracellulaire par exocytose. C’est 1a mobilisation contrélée de ces
granules qui permet aux neutrophiles de passer de 1’état de cellule circulante passive a celui

de cellule immunitaire (Borregaard, 1997 ; Hurtado-Nedelec et al., 2014).
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Figure 2. Mécanisme oxydatif et enzymatique du neutrophile durant la phagocytose (Mayer-Scholl et
al., 2004).

1.5. Anti-inflammatoires

1.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont une des classes thérapeutiques a propriétés anti-inflammatoires,
antipyrétiques et analgésiques. lls présentent une grande hétérogénéité chimique mais ils ont
en commun |’inhibition non sélective de I’enzyme cyclooxygénase (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 rdle physiologique (en
particulier la protection gastrique), (Figure 3), alors que celles produites par la COX-2 sont

surtout générées dans des conditions inflammatoires (Shaikh et al., 2016).

1.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les AIS ou glucocorticoides sont des molécules synthétiques dérivées des hormones
naturelles (cortisone et cortisol). Ils sont de puissants anti-inflammatoires doués également de
propriétés immunosuppresseur et antiallergiques. Leur effet anti-inflammatoire découle

principalement de leur possibilit¢é a réprimer 1’exces d’expression des geénes pro-
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inflammatoires codant pour les cytokines, les chimiokines, les molécules d'adhésion
cellulaire, les enzymes inflammatoires et les recepteurs pour atténuer le processus
inflammatoire et rétablissant ainsi I'homéostasie (Cruz-Topete et Cidlowski, 2015). Ces
corticoides représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires

chroniques tel que I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes (Payne et Adcock,

2001).
Phospholipides membranaires
l Phospholipase A2
Acide arachidonique
Stimulus Stimulus
physiologique inflammatoire

COX-1 constitutive
Estomac, rein, intestin, AINS
plaquettes, endothélium

COX-2 inductible
Sites de l'inflammation

(macrophages, synoviocytes...)

PGE2 PGI2 TxA2 : Cytokines,
; inflamma- Protéases
estomac reins plaquettes . autres
toires
Fonctions physiologiques: Inflammation

protection d'organes

Douleur

Figure 3. Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens (Guérin, 2020)
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1.5.3. Effets indésirables des anti-inflammatoires de synthese

1.5.3.1. Troubles digestifs

Les AINS, en agissant sur les COX, inhibent la formation des PG qui ont une activité
protectrice sur la muqueuse gastro-intestinale. Les effets indésirables (EI) des AINS peuvent
affecter ’ensemble du tube digestif, essentiecllement estomac et duodénum, mais aussi
cesophage, intestin gréle et colon. De plus, ils augmentent les poussées de maladies

inflammatoires chroniques intestinales (MICI), (Russell, 2021).

1.5.3.2. Réactions cutanéo-muqueuses et allergiques

Elles peuvent apparaitre sous forme de prurit, d’urticaire, d’éruptions diverses ; mais
également de rhinite, de bronchospasme voire d’cedéeme de Quincke ou de choc
anaphylactique. A noter que des réactions cutanées avec les AINS topiques sont réguliérement
rapportées (essenticllement le kétoproféne), allant de 1’eczéma ou la photosensibilisation

jusqu’a laréaction bulleuse sévére (Neant,2017).

1.5.3.3. Troubles rénaux

Les COX 1 interviennent dans la perfusion rénale et le débit de filtration glomérulaire
(DFG), alors que les COX 2 jouent un role dans 1’excrétion du sodium et de 1’eau (Horl,
2010). Leurblocage par les AINS va donc avoir des conséquences sur la fonction rénale. Il
peut s’agir d’unerétention hydro-sodée, a I’origine d’cedémes des membres inférieurs, d’une
hausse de lapression artérielle ou d’une décompensation cardiaque (Brunton et al., 2011 ;
Horl, 2010). Les AINS, en diminuant le DFG, exposent également au risque d’insuffisance

rénale aigue.

1.5.3.4. Complications obstétricales et faetales
Les AINS augmentent le risque d’avortements spontanés durant le premier trimestre de

grossesse (Moore et al., 2015). Ils sont contre-indiqués a partir de 24 semaines d’aménorrhée,
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¢galement sur de courtes durées ou par voie locale, en raison d’une toxicité foetale grave. Le
blocage de synthése de PG chez lefeetus expose a des fermetures prématurées du canal
artériel, des hypertensions artériellespulmonaires ou des insuffisances rénales parfois

irréversibles voire mortelles (Kassaw et Wabe, 2012).

1.5.3.5. Troubles infectieux

En supprimant la réponse inflammatoire produite par une infection, les AINS peuvent
en masquer les premiers signes, retarder le diagnostic et en assombrir le pronostic. Des cas
d’aggravation d’infections dentaires, ORL, cutanées, de pneumopathies, de varicelles ou

zonas ont été decrits chez des patients sous AINS (Mikaeloff et al., 2008).

1.5.3.6. Interactions médicamenteuses

Dans certaines situations, les EI des AINS peuvent apparaitre en raison d’interactions
médicamenteuses avec des traitements courants (Montastruc et al.,2016). C’est le cas
notamment des anticoagulants oraux, des antiagrégants plaquettaires, des corticoides ou des
inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS) qui majorent le risque hémorragique
s’ils sont associés aux AINS. De méme, la prise concomitante d’AINS avec diurétiques, IEC
ou ARA 1l aggrave le risque d’insuffisance rénale aigiie chez les sujets a risque (agés et/ou

déshydratés) (Moore et al., 2015).

1.5.3.7. Troubles cardiovasculaires

Les effets indisirables cardiovasculaires (CV) des AINS ont commencé d’étre rapportés
au début des années 2000, notamment avec les coxibs. Ces anti-COX 2 sélectifs, développés
au départ pour réduire la toxicité digestive, se sont avérés associés a un risque augmenté

d’événements vasculaires thrombotiques (Meek et al., 2010)
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1.5.3.8. Autres effets indésirables

D’autres effets indésirables plus rares sont rapportés a travers la littérature. Certains
peuvent étre soulignés comme les troubles hématologiques (cytopénies, effets antiagrégants
plaquettaires notamment avec 1’aspirine a faible dose), neurosensoriels (céphalées, vertiges,

acouphenes...) ou encore hépatiques (Brunton et al.,2012)

1.5.4. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Des études menées in vitro et in vivo ont démontré I’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).

Certains constituants de Zingiber officinale, largement utilisé en médecine asiatique et
arabe pour traiter les inflammations et les rhumatismes, inhibent la production du TNF-a

(Tumor Necrosis Factor) en agissant sur I’expression des genes (Setty et Sigal, 2005).

Harpagophytum procumbens, (griffe du diable) plante issue de la médecine
traditionnelle africaine, réduit significativement 1’cedéme de la patte induit par le
carraghénane (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).

Curcuma longa contient des polyphenols qui inhibe la production de la prostaglandine
E2 et ’expression de la cyclooxygénase 2 (Madden et al., 2009). Ce polyphénol inhibe aussi

I’expression des geénes de L’IL-6 et de L’IL-8 et diminue de maniére dose dépendante la

9
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production du NO et I’expression de I’enzyme NO Synthéase (NOS) inductible (Mathy et al.,

2007).

Urtica dioica est une plante largement utilisée dans la région méditerranéenne pour le

soulagement d’eczéma et les douleurs arthritiques (Lin et al., 2006).

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

etal., 2012).

Matricaria pubescens a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle algérienne
pour traiter I'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) ont démontré que 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait
aqueux de Matricaria pubescens présente une efficacité sur I'cedéme aigue et chronique de la

patte des souris induit par le carraghénane et des rats induit par le collagéne type II.

Teucrium polium est également tres utilisée pour le traitement des cedémes. Son effet
anti-inflammatoire revient a ces composés phénoliques tels que les flavonoides, 1’acide
phénoligue et les tannins qui inhibent la synthése de prostaglandines au niveau périphérique et

la formation d'cedéme (Krache et al., 2018).

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
employé aussi dans le traitement du mal de dents. Aichour et al. (2018) ont rapporté que le
caprier possede un effet anti-inflammatoire, du fait que, la richesse de la plante en poly

phénols, flavonoide, les alcaloides, stéroides et saponines a inhibé considérablement 1’cedéme

10
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de la pate induit par le carraghénane. Benzidane et al. (2013) ont montré que les extraits

méthanoliques et aqueux possédent une activité vasorelaxante.

Asphodelus microcarpus a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle
algérienne pour traiter des otites, mycoses cutanées, d’abces, eczéma, ectoderme (maladies de
la peau) et utilisé localement pour soulager les douleurs dentaires. Mayouf et al. (2019) ont
montré que 1’extrait méthanolique d’Asphodelus microcarpus présente une efficacité sur

l'eedéme aigue induit par le xyléne et le carraghénane chez les rats.

11
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2. Arthrites inflammatoires

L'arthrite est dérivée du terme grec "maladie des articulations”. Elle est définie comme une
inflammation articulaire aigué ou chronique qui coexiste souvent avec des douleurs et des dommages
structurels (Ma et al., 2009). L'arthrite n'est pas une maladie unique, mais plutot un terme
générique regroupant environ 100 maladies articulaires douloureuses différentes. Bien qu'il
s'agisse d'un groupe diversifié de maladies, en général I'arthrite se subdivise en deux classes :
I>arthrose ou l'arthrite dégénérative qui est une arthrite non inflammatoire et I'arthrite inflammatoire
(IA) qui regroupe des maladies affectant ~1% de la population. Les arthrites inflammatoires
comprennent la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante, l'arthrite psoriasique et
dautres types de spondylarthrite (Radner et al., 2012). Lorsque vous souffrez darthrite
inflammatoire, votre systéme immunitaire, qui combat normalement les infections, attaque vos
articulations. L’TA se caractérise par une évolution progressive de 1'inflammation synoviale conduisant

a la destruction de l'articulation (Drossaers-Bakker 1999)

2.1. Symptdémes des arthrites inflammatoires

L'arthrite inflammatoire est généralement associée aux symptdémes classiques de
I’inflammation : douleurs articulaires, gonflement, chaleur et sensibilité dans les articulations
et raideur matinale (Ledingham et al., 2017). La synoviale enflammée et hypertrophique, le
pannus, est la caractéristique pathologique archétypale de I'lA (Figure 4), (Smolen et al.,
2018). Le nombre accru de cellules et de substances inflammatoires a l'intérieur de
I'articulation peut I'irriter, entrainant & son tour l'usure du cartilage et le gonflement de la

synovie (Pooja Poudel et al., 2022)

12
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Figure 4. Inflammation de la membrane synoviale (Choy et Panayi, 2001).

2.2. Prise en charge therapeutique

2.2.1. Analgésiques et anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont capables de réduire la douleur
mais n’ont aucun effet sur les dommages articulaires. Ils agissent principalement par
inhibition de I’enzyme cyclooxygénase (COX-1 et 2), inhibant ainsi la formation des
prostaglandines et des thromboxanes a partir de 1’acide arachidonique (Kumar et Banik, 2013

; Malekzadeh, 2017).

Le paracétamol est le principal analgésique utiliseé en raison de ses faibles effets
secondaires. Les AINS les plus récemment prescrits sont Celecoxib et Refecoxib, inhibiteurs
sélectifs de I’enzyme COX-2, les rendant plus intéressants par rapport au diclofenac et
I’indométacine les plus anciennement utilisés. Les principaux effets indésirables de ces
molécules sont les troubles gastriques, 1’élévation des enzymes hépatiques et le risque de

troubles cardiovasculaires (Kumar et Banik, 2013 ; Malekzadeh, 2017).

2.2.3. Glucocorticoides
Les glucocorticoides sont un groupe d’hormones stéroidiennes capables de se lier aux
récepteurs du cortisol exergant ainsi leurs actions anti-inflammatoire et immunosuppressive.

Ils sont prescrits pour une courte période de traitement en raison de leurs nombreux effets

13
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secondaires, en particulier le gain de poids, I’hypertension artérielle, 1’ostéoporose, 1’ulcere

gastro-intestinal et le risque d’infections (Kumar et Banik, 2013 ; Quan, 2013).

2.2.4. Anti-rhumatismaux modificateurs de la maladie

Les antirhumatismaux modificateurs de la maladie, « Disease-modifying antirheumatic
drugs (DMARDs) », ciblent I’inflammation et réduisent la progression des dommages
articulaires. lIls sont classés en deux catégories ; les DMARDs synthétiques (conventionnels et

ciblés) et biologiques (Aletaha et Smolen, 2018).
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CHAPITRE Il : IMMUNOMODULATION

1. Définition

Le systeme immunitaire joue un rdle essentiel dans la défense de I’organisme. Il a la
capacité de reconnaitre les agents étrangers, mettant en jeu deux types de mecanisme :
I’immunité non spécifique (ou naturelle ou innée) et I’'immunité spécifique (ou acquise ou
adaptative) impliquant des facteurs cellulaires et humoraux qui régulent la réponse a
I’antigéne. La modulation du systtme immunitaire  (immunosuppresseur  ou
immunostimulation) pour atténuer la maladie présente un aspect important de la recherche
depuis de nombreuses années (Kumar et al., 2017). En effet, 1’activation excessive ou

inappropriée du systéme immunitaire peut engendrer des conséquences néfastes pour 1’hote.

L’immunomodulant 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).

2. Immunomodulateurs

Le corps humain est constamment exposé a une série de 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 systeme immunitaire est considérée comme trés utile lorsque le systeme

immunitaire de I'nbte est altéré. Il existe deux types d'immunomodulateurs en fonction de
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leurs modes daction : les immunosuppresseurs qui suppriment l'activité du systeme
immunitaire et les immunostimulateurs qui stimulent son activité (Odette et al., 2013). La
modulation de la réponse immunitaire par stimulation ou la suppression permet la prévention

des maladies et I’amélioration de la résistance naturelle du corps a divers infections (Wagner,

1984).

Les médicaments immunostimulants impliquent principalement la stimulation de
cellules spécifiques et non spécifiques telles que les granulocytes, les macrophages et le
complément, certains lymphocytes T et différentes cellules effectrices. (Jayathirtha et Mishra,
2004 ; Vinod Prabhu and Guruvayoorappan, 2012). De nombreux troubles pourraient étre
traités a I’aide de certains immunostimulants tels que les infections virales et cancer (Shahbazi

et Bolhassani, 2016).

Les immunosuppresseurs pourraient étre utilises pour controler la réponse immunitaire
pathologique, telles que, lerejet de greffe, les allergies immédiate et réactions immunitaires

d'hypersensibilité de type retardé (DTH), (Pereira et al., 1999 ; Juyal et Singla, 2001).

18



Chapitre 3 : Plantes étudiées

CHAPITRE Il : PLANTES ETUDIEES

L’écorce Salix alba et la partie aérienne d’Equisetum arvense ont été choisis selon trois
critéres : 1’origine géographique commune (Djbel Boutaleb, Setif), 1’utilisation en médecine

traditionnelle et les recherches non approfondies sur ces plantes.

1. Salix alba

Le genre Salix a apporté de précieux avantages a la société humaine depuis l'aube de
I'histoire (Markus-Michalczyk, 2020). Il compte plusieurs centaines d'espéces (environ 500),
(Gligori“c, 2019). Le Saule blanc, Salix alba, localement appelé ‘Safsaf Labyadh’, appartient
a la famille des Salicaceae. On le trouve dans toutes les zones tempérées et humides en
Europe mais aussi en Afrique du Nord (Maroc et Algérie) et en Asie centrale (Houston -

Durrant, 2016).

1.1. Description et classification botanique

C'est un arbre qui mesure environ 25 metres de haut, au tronc court et droit, a I'écorce
gercure et a la cime large formée de longues branches ascendantes et divergentes. Les
rameaux sont flexibles, les feuilles caduques, alternes (5 a 15 cm de long, lancéolées, vertes
sur la face supérieure et grisatre en face inférieure. Cet arbre dioique fleurit d’avril a mai en
méme temps que la feuillaison. La pollinisation est anémophile ou entomophile. Les fleurs
jaunes ou verdatres sont groupées en chatons cylindriques dressés. Le fruit est une capsule
glabre s’ouvrant a maturité en deux valves et laissant échapper de nombreuses graines. De
fins poils blancs dressés enveloppent toute la graine et facilitent la dissémination par le vent.

L’arbre fructifie de mai a juin. Sa classification est la suivante :

19



Chapitre 3 : Plantes étudiées

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta
Division :Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Salicales

Famille : Salicaceae

Genre : Salix

Espeéce : Salix alba

1.2. Composition chimique

Depuis longtemps, 1’écorce du saule blanc est étudiée a cause de la présence des
composés actifs comme les catéchines, les flavonoides et des glycosides phénoliques
(Kompantsev et al., 1974). Dans 1’écorce du saule blancs, le principal composé actif décrit
dans la littérature est la salicine est le précurseur métabolique de I'acide salicylique, un -
glucoside alcoolique. L’étude phytochimique effectuée par Kammerer (2005) sur I’écorce de

Salix sppa révélé la présence d’un grand nombre de composés chimiques comme :

> Les dérivés alcooliques salicylés ou Glucosides phénoliques (1,5-11%) en particulier
les salicylates (salicine, salicortine, populine, fragiline, trémulacine).

> Les composés phénoliques (glucosides de phénols et d'acides phénols) : ce sont la
triandrine, la vimaline, la picéine, la grandidentatine, dérivés aromatiques, saligenine
(alcoolsalicylique), p-hdroxybenzoique, caféique, ferulique, Alcool salicylique
(saligénine).

> Les flavonoides (1- 4%) tels que quercétol, de la lutéoline, de la naringénine, de

I'ériodictyol.
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Agnoletet et al. (2012) ont effectué une analyse compléte qui a permis de détecter 16
composés dans D’extrait d'écorce du saule commercial et d'identifier l'ampélopsine, la
taxifoline, le 7-O-méthyltaxifolin-3'-O-glucoside et la 7-O-méthyltaxifoline. La détection du
nouveau composé, le 1-hydroxy-6-oxocyclohex-2-énécarboxylate d'éthyle, est également
décrite. Zaiter et al. (2016) ont montré que I'écorce de S. Alba renferme aussi trois tanins

condensés.

1.3. Usage traditionnel

Salix alba est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies
en raison de ses puissantes propriétés antipyrétiques, analgésiques et anti-inflammatoires
(Islam et al., 2015). Les assyriensde la période sumérienne ont utilisé I'extrait de feuilles de
saule pour des maladies rhumatismales inflammatoires (Jack, 1997). Les Babyloniens ont
utilisé les extraits de saule en médecine traditionnelle pour traiter la fiévre, la douleur et
I'inflammation courantes (Mahdi et al., 2006). Les civilisations chinoise et grecque ont
également exploité I'écorce de saule il y a plus de 2000 ans pour soulager la fievre et la
douleur (Riddle, 1999). Les égyptiens connaissaient les propriétés antalgiques de saule.
(Lévesque et Lafont, 2000). Hippocrate, considéré traditionnellement comme le « pére de la
médecine », recommandait une tisane de feuilles de saule pour soulager les douleurs de
I’enfantement (Lévesque et Lafont, 2000). Un autre médecin grec, Dioscorides, a également
prescrit de I'écorce de saule pour réduire les symptdmes de l'inflammation et I'utilisation
d'écorce de saule s'est poursuivie en raison de ses propriétés analgésiques et anti-

inflammatoires (Jassem G. Mahdi, 2010).

1.4. Pharmacologie
Les études portant sur I’extrait éthanoliques de I'écorce de S. alba ont prouvé son
pouvoir antioxydant qui est accordé a la présence de composés phénoliques. (Ghassan et al.,

2013). En effet, les extraits méthanoliques de S. alba exercent une propriété analgésique et
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anti inflammatoire (Rajendra et al, 2013 ; Khayyala et al, 2005) ont démontré I'effet
bénéfique d'un extrait d'écorce de Salix a la fois sur un modéle d'inflammation aigué et
chronique chez le rat. L'inflammation aigué est modélisée par la mise en place d'une poche
d'air sous la peau pendant 6 jours, une arthrite induite par un adjuvant représente le modéle
d'inflammation chronique.

Des travaux récents ont montré que I’extrait d'écorce de Salix alba posseéde 1’activité
antiprolifératifs et I'apoptose dans les cellules cancéreuses pulmonaires humaines (Hostanska
et al., 2007). Les extraits de cette plante ont exhibé une meilleure activité antimicrobienne
contre les bactéries Gram-positives que les bactéries Gram-négatives (Ghassan et al., 2013).
De plus, I'extrait aqueux desalix alba a inhibé la libération des cytokines pro-inflammatoires
(TNFa), la COX-2 et la translocation nucléaire du facteur de transcription NF- kB dans les

monocytes pro-inflammatoires activés (Bonaterra et al., 2010).

2. Equisetum arvense

Le genre Equisetum constitue 30 especes (Huh et Han, 2015). Equisetum arvense est
une plante herbacée vivace, qui appartient a la famille Equisetaceae, communément appelé
préle des champs en francais, commun horsetail, field horsetail en anglais (Navdeep et al.,

2010) et localement il est appelé dhayl el hissan, kothban el-hokol.

E. arvens est de distribution circumpolaire, a travers I'Europe et I'Asie, jusqu'au sud de
la Turquie, de I'lran, de I'Himalaya et a travers la Chine (sauf la partie sud-est), la Corée et le
Japon. On le trouve également partout au Canada et aux Etats-Unis, jusqu'au sud jusqu'en
Géorgie, en Alabama, en Arkansas, au Texas, en Arizona, au Nouveau-Mexigque et en

Californie (Hultén and Fries, 1986).

Cette plante vivace présente deux types de tiges aériennes issues d'un systéeme de tiges

rhizomateuses souterraines : une tige fertile de 15 a 20 cm dépourvues de verticilles et portant
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a son extrémité un épi, ressemblant a une pousse d'asperges une fois remise, il pousse au
méme endroit une tige stérile, d’un vert clair, un peu rudes et profondément sillonnées, a
petite lacune centrale, qui peut atteindre parfois jusqu'a 60 cm de hauteur. Portant des
branches aux noeuds, et de petites feuilles en forme d'écailles nommées microphylles,

arrangeées en verticilles, a 4 cotes longitudinales.

Ces herbacées vivaces, apparentées aux fougeres, ne portent ni fleurs ni graines. Elles se
reproduisent plutdt de facon sexuée par des spores qui se développent dans des strobiles,
portés sur des tiges fertiles mais se reproduit surtout de fagcon végétative par ses rhizomes et

ses tubercules (Knowlton, 2012).

2.1. Classification d’Equisetum arvense

Classification systématique d’Equisetum arvense selon (Navdeep et al., 2010).

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheophyta
Division : Equisetophyta
Classe : Equisetopsida
Subclassa : Equisetidae
Ordre : Equisetales
Famill : Equisetaceae
Genre : Equisetaceae

Espéce : Equisetum arvense

2.2. Composition chimique
L’étude phytochimique réalisé par (Oh et al., 2004), sur des extraits de la partie
aerienne de cette plante a révélé la présence de deux pétrosines phénoliques, onitine et

onitine-9-O glucoside, ainsi que quatre flavonoides, apigénine, lutéoline, kaempférol-3-O-
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glucoside et quercétine-3-O-glucoside. L'acide Di-E-caféoyl-mso-tartrique a été isolé de
I'extrait méthanolique des Tiges stériles d’Equisetum arvense comme principal dérivé d'acide

hydroxycinnamique (Veit et al., 1991).

Trois nouveaux glycosides phénoliques ont été identifiés dans les pousses fertiles
d'Equisetum arvense tels que, equisetumoside A (3-méthoxy-11, 12-dihydroxy-phényl-
hexane-9-one-4-O-beta-D-glucopyranoside), equisetumoside B (3-méthoxy-4, 11- dihydroxy-
phenylhexane-9-one-12-0-béta-D-glucopyranoside) et equisetumoside C (sel de potassium de

I'acide cis-férulique 4-O-béta-D-glucopyranoside), (Chang et al., 2001).

Radulovi¢ et al. (2006) ont montré que I'Equisetum arvense contient 25 composés
volatils en utilisant GC, GC / MS et 13C-RMN. Les principaux constituants des composés
volatils étaient I'acétone (18,34%), l'acétone cis-géranyle (13,74%), le thymol (12,09%) et le
trans-phytol (10,06%). E. arvense contient de la silice et d'autres éléments, notamment le
calcium, le potassium, le soufre, le sodium, le magnésium, le chlore, et le phosphore (Sola-

Rabada et al., 2016).

L'analyse phytochimique préliminaire a montré que l'extrait éthanolique d'Equisetum
arvense contient des composés phénoliques, tanins, glycosides, alcaloides, saponines,
terpénoides et flavonoides (Sinha, 2012 ; Hoffmann-Martins-Do-Monte et al., 2004). Des
alcaloides tels que la nicotine, la palustrine et la palustrinine ont également été signalés dans

cette plante (Cetojevic-Simin et al., 2010).

Takeshi et al. (2005) ont rapporté la richesse en vitamines C et E des parties supérieures
et corporelles de la préle des champs. Les travaux de D’Agostino et al. (1984) ont abouti a la
caractérisation d’un sitostérol (60%), campestérol (32,9%) et isofucostérol (5,9%) dans

I’extrait hydroalcoolique de cette plante.
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2.3. Usage traditionnel

Equisetum arvense est utilisée en médecine traditionnelle pour les maladies urinaires et
prostatiques, la gestion de 1’énurésie, la gestion des symptomes irritables du systéme urinaire,
la réparation des tissus pulmonaires aprés une tuberculose pulmonaire et en d'autres maladies,
cedéme métabolique ou hormonal, hémorragie, plaies, thumatismes et engelures (Grieve,
1971).

La plante présente une utilisation populaire comme agent anti-inflammatoire dans le
bain pour les maladies de la peau en Europe, en Asie et en Amérique ainsi quecomme

antiseptique en Turquie et en Amérique (Navdeep et al., 2010)

2.4. Pharmacologie

Takeshi, et al. (2005) ont montré que 1’extrait éthanolique et aqueux d'Equisetum
arvense possede une activité de piégeage des radicaux libres, de sorte qu'il est utilisé comme
antioxydant. Rezaie et al. (2011) ont rapporté que I'extrait d'Equisetum arvense possede des
effets sédatifs, pré-anesthésiques et anti-anxiété. 1l Possede aussi une propriété anti-agrégante
plaquettaire (Hassane et al., 2004). Soleiman et al. (2005) ont rapporté que I’extrait
méthalonique d'Equisetum arvense produit une activité antidiabétique chez des rats
diabétiques induits par la streptozotocine.

Les huiles essentielles d'E. arvense sont caractérisées par une activité antimicrobienne
contre un large éventail de souches (actéries comme S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. enteritidis et champignons tels Aspergillus niger et Candida albicans),
(Radulovic et al., 2006). L'extrait soluble a I'EtOAc d'E. arvense a montré une activité
hépatoprotectrice distincte a un niveau de 400 g / ml (Oh et al., 2006)

L’extrait hydroalcoolique de cette plante a exhibe des effets anti-inflammatoires dans
les essais de I’cedéme de la patte induit par le carraghénane et effet analgesique induit par

I'acide acétique (Fabricio Hoffmann Martins Do Monte et al., 2004).
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CHAPITRE 1 : MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

1.1. Matériel végétal

Les deux plantes Salix alba (Safsaf abyadh) et Equisetum arvense (dhayl el hissan) ont
été récoltées entre mars et juin 2017 de la région de Djebel Boutaleb, au sud-ouest de Sétif qui
est située a 300 Km vers I'est d’Alger. L’identification botanique a été faite par Pr. Laouer H.
(Université Ferhat Abbas Sétif-1, Algérie). Les plantes sont nettoyées, séchées a I’ombre et a
température ambiante (entre 22 et 25°C). Apres broyage, les poudres obtenues ont été
stockées dans des bocaux en verre hermétiquement fermés, a 1’abri de la lumiére jusqu’a leur

utilisation.
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Figure 5. Carte de la zone d'étude (région de Setif)

1.2. Animaux

Des souris Swiss albinos males et femelles pesant entre 25 et 30 g et des rats Wistar
albino femelles pesant entre 150 et 200 g, issus de I’Institut Pasteur d’Algérie (Alger) ont été
utilisés dans 1’étude in vivo. Les animaux répartis en groupes ont été hébergés dans des cages
en plastique avec accés libre a 1’eau et a I’alimentation fournie par I’Office National des
Aliments de Bétails (ONAB) d’El Kseur (Bejaia). Aprées une période d’adaptation de 7 jours,

les animaux ont éte pesés et marques avant leur utilisation.
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1.3. Sang de mouton

Le sang du mouton a été prélevé de la veine jugulaire externe dans 1’abattoir local de la
ville de Sétif. Le sang était collecté dans des flacons contenant une 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) pour la préparation des globules rouges.

2. Méthodes

2.1. Description et choix des localités de I’enquéte

L'enquéte ethnopharmacologique consistait a aller a la rencontre des praticiens
traditionnels pour s'enquérir de leur méthode traditionnelle de traitement des maladies. Cette
enquéte est indispensable dans la mesure ou elle nous a orientés afin de cibler certains tests

biologiques.

Afin de recenser les plantes utilisées par la population de la région de Sétif, une enquéte
ethnobotanique a été menée, a l'aide d’un questionnaire (Annexe 1). Ce questionnaire a
permis d’identifier les noms locaux des plantes médicinales utilisées comme des anti-
inflammatoires, les parties utilisées, la prescription et le mode de préparation préconisé par
chacun des tradi-thérapeutes, des personnes en contact avec les plantes médicinales ou des

herboristes interrogés.

Cette enquéte a éte réalisée entre le mois de Janvier et Mars 2017. Des tradipraticiens
(77 masculins et 27 féminins) étaient interrogés. Cette étude a éte réalisée a travers trois sites
d’enquéte. La ville de Sétif et les communes de ‘Ain Oulmene’ et ‘Bougaa’ ont été choisies
pour leur facilité d’acces et du fait que les guérisseurs traditionnels sont organisés et réputés

pour avoir de bonnes connaissances de 1’utilisation des plantes médicinales.
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2.2. Préparation des extraits

2.2.1. Extraits methanoliques

Les extraits méthanoliques (E.Met) des deux plantes sont préparés selon la méthode
décrite par Arrar et al., (2013). La poudre de chaque plante est mise dans le méthanol a un
rapport de 10 g/100 ml pendant sept jours a 1’ombre et a température ambiante. Aprés
filtration, les filtrats sont récupérés. Les residus sont soumis a une seconde macération
pendant cing jours. Les filtrats ont été mélangés. Les extraits ont été soumis a une évaporation
a 40°C utilisant un rotavapor Buchi puis séchés et gardés dans des bocaux en verre

hermétiquement fermés.

2.2.2. Extraits aqueux

Les extraits aqueux (E.AQ) sont préparés selon Arrar et al., (2013). Une pesée de 10 g
de poudre de chaque plante a été mise a bouillir pendant 20 minutes dans 100 ml d’eau
distillée. Apres filtration, les extraits récupérés sont soumis a une centrifugation a 3000 rpm
(centrifugeuse Hettich) pendant 10 min. Une poudre brune a été obtenue aprés sechage du

surnageant dans une étuve réglée a 40°C.

2.3. Analyses phytochimiques

2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques des extraits méthanoliques et aqueux de S.
alba et E. arvense est estimée par le réactif du Folin-Ciocalteu selon Boussoualim et al.,
(2016). Cette méthode qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique (WO4?) phosphomolybdique (MoO4?) du réactif de Folin par les

groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
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réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont

I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon.

Le test consiste a mélanger 100 ul de différentes concentrations de chaque extrait ou de
I’acide gallique (standard) avec 500 pl du réactif du Folin-Ciocalteu dilué au 1/10. Apres 4
min, 400 pl de Na,COz (7.5%) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 765 nm aprés 1 h 30
min d’incubation contre un blanc dépourvu d’extraits a tester qui ont ét¢ remplacés par le
solvant. La concentration en polyphénols dans chaque extrait est exprimée en pg d’équivalent
d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) et calculée a partir de la courbe

d’¢étalonnage de I’acide gallique (Figure 6).

v =0.0063x +0.,0136
R*>=0,998 *

Absorbance a 760 nm

0 T T T 1
0 10 20 30 40

Concentration pg/ml

Figure 6 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique.
2.3.2. Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’aluminium (Baghiani et al., 2012) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits. Brievement, 1 ml d’échantillon ou de standard
(Quercétine) est ajouté a 1 ml de la solution d’AlCIs (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes

de réaction a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est lue a 430 nm. La teneur
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en flavonoides totaux des extraits est alors exprimée en pug d’équivalents de quercétine par mg

d’extrait (ug EQ/mg d’extrait), (Figure7).
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Figure 7. Droite d’étalonnage de la Quercétine.

2.3.3. Analyse par HPLC

La caractérisation des composés phénoliques dans les différents extraits méthanoliques
et agueux est réalisée par chromatographie liquide a haute performance en utilisant un
systtme HPLC Agilent 1260 doté d’une colonne C18 (4.6 mm x 250 mm i.d., 5 um). La
phase mobile est constituée d'eau (A) et d'acide trifloracétique 0,02% dans I'acétonitrile (B).
Le gradient d'élution appliqué est de type linéaire comme suit : 0 min (80% A) ; 0 a 5 min
(80% A\) ; 5-8 min (40% A) ; 8 4 12 min (50% A) ; 12-14 min (80% A) et 14-16 min (80%
A). Le volume injecté est 10 ul. Le débit est de 1 ml/min et la température de la colonne est

de 35°C. Les échantillons élués et les étalons ont été détectés a 280 nm.
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2.4. Etude de la Toxicité aigle

La toxicité aigué des extraits des deux plantes a été investiguée conformément a la
méthode décrite dans la ligne directrice de 1’Organisation de Coopération et de
Développement Economiques (OCDE) code 425 (OCDE, 2008) pour determiner les effets
indésirables des extraits sur les organes cibles (foie, rate, reins, cceur, poumons) et les
parametres biochimiques tels que la créatinine, 1’aspartate aminotransférase (AST) et 1’alanine
aminotransférase (ALT). Pratiqguement, les animaux sont répartis en 9 groupes expérimentaux
contenant chacun 5 souris de poids homogene. Les animaux ont été mis a jeun la veille de
I’expérimentation avec un acces libre a 1’eau. Les différents extraits sont solubilisés dans de
I’eau distillée. Chaque lot regoit par gavage une dose unique de 1’extrait ou de 1’eau distillée

selon le protocole suivant :

> Groupes A. (al, a2) : Regoivent par voie orale I’extrait aqueux des
écorces de Salix alba aux doses 2000 et 5000 mg/Kg, respectivement.

> Groupes B. (b1, b2) : Recoivent par voie orale 1’extrait méthanolique
des écorces de Salix alba aux doses 2000 et 5000 mg/Kg, respectivement.

> Groupes C. (cl, c2) : Recoivent par voie orale I’extrait aqueux de la
partie aérienne d’Equisetum arvense aux doses 2000 et 5000 mg/Kg, respectivement.

> Groupe D. (d1, d2) : Recoivent par voie orale I’extrait méthanolique de
la partie aérienne d’Equisetum arvense aux doses 2000 et 5000 mg/Kg,
respectivement.

> Groupe témoin : Regoivent par gavage de 1’eau distillée.

2.4.1. Observations
L’observation des changements du comportement et des symptomes de toxicité

(agitation, convulsions, anorexie, asthénie, diarrhée et mort) a été effectuée durant les quatre
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premicres heures aprés I’administration de 1’extrait puis régulierement durant les premieres 24
et 48 h et quotidiennement par la suite pendant 14 jours pour permettre d’enregistrer les effets
tardifs y compris le nombre de morts pendant 14 jours. Avant 1’administration des extraits,
nous avons procedé a la prise de poids des animaux et apres une semaine de traitement et 24
heures avant le sacrifice. Afin de suivre I’évolution corporelle des souris le long de

I’expérimentation

2.4.2. Préparation du plasma et analyse biochimique

Au 14°™ jour de I’expérience, les souris ont été sacrifiées afin de récupérer le sang pour
des analyses biochimiques. Le sang est récupéré dans des tubes héparines est soumis a une
centrifugation a 3000 tr / pendant 10 min. Le plasma obtenu est aliquoté et conservé a froid
afin de doser la créatinine, 1’aspartate aminotransférase (AST) et 1’alanine aminotransférase

(ALT).

2.4.3. Poids des organes
Apres dissection, les organes (foie, rate, reins, cceur, poumons) ont été rapidement

prélevés et pesés. Le poids relatif des organes de chaque animal a ensuite été calculé

2.5. Evaluation des activités antioxydantes

2.5.1. Test de ’effet scavenger du radical DPPH

Le radical libre stable diphénylpicryl-hydrazyl ayant une couleur violette est réduit par
un transfert d’hydrogene qui provient des différents antioxydants dans le milieu réactionnel en
un composé jaune, le diphénylpicryl-hydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement

proportionnelle a la capacite des antioxydants (Molyneux, 2004).

Pour déterminer D’activité anti-radicalaire des extraits de Salix alba et Equisetum
arvense, la méthode de (Trabsa et al., 2014) est utilisée. La solution de DPPH est préparée par

solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. Un volume de 50 L d’extraits a
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différentes concentrations ou de 1’antioxydant de référence, 1’hydroxytoluene butylé (BHT)
est ajouté a 1250 ul de DPPH. Le mélange est laissé a ’obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est
mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol. L’activité anti-radicalaire est déterminée

selon I’équation suivante :

ACthlté anti-radica|ail’e (%) = [AbS contrﬁle—AbSéchantillon) / AbS contrﬁle] x 100

2.5.2. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire
le fer ferrique du complexe ferricyanure en fer ferreux. La forme réduite donne une couleur
verte proportionnelle au pouvoir réducteur de I'extrait. La mesure du pouvoir réducteur des
extraits est réalisée selon Bouaziz et al. (2015). Des solutions d’extraits ou d’antioxydant de
référence a différentes concentrations sont méelangées avec 400 ul du tampon phosphate (0.2
M, pH 6.6) et 400 pl de ferricyanide de potassium (1% dans 1’eau distillée). Le mélange est
incubé au bain marie a 50°C pendant 20 min, ensuite 400 pl d’acide trichloroacétique (TCA)
a 10% sont ajoutés puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote de
400 pl du surnageant est combiné a 400 pl d’eau distillée et 80 pl d’une solution aqueuse de
FeClz a 0,1%. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700 nm. Le BHT a
été utilisé comme standard. La CES50 est la concentration de 1’échantillon qui correspond a
une absorbance égale a 0,5, elle est calculée a partir de I’équation de la courbe de

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

2.5.3. Test du piégeage du radical hydroxyle

L'activité de piégeage du radical hydroxyle par les extraits étudiés a été testée par la
méthode de Smirnoff et al. (1989) modifiée par Ates et al. (2008). En bref, le mélange
réactionnel contient 1 ml de FeSOs4 (1,5 mM), 0,7 ml de peroxyde d'hydrogene (6 mM), 0,3
ml de salicylate de sodium (20 mM) et 200 pl d’extraits a différentes concentrations. Le

mélange réactionnel a été incubé pendant 60 min a 37°C. L'absorbance a été ensuite mesurée
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a 562 nm contre un blanc sans salicylate de sodium. La vitamine C a été utilisée comme

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

Pourcentage inhibition (%) = 100 X [(AbScontrol - AbSsample) /AbScontrol]

2.5.4. Test d’activité anti-hémolytique

La résistance des érythrocytes prétraités par les extraits des plantes a 1’attaque
radicalaire a été évaluée selon le protocole décrit par Zerargui et al. (2015). Les érythrocytes
de souris ont été isolés par centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min et lavés avec du tampon
phosphate (10 mM, pH 7,4) autant de fois jusqu'a ce que le surnageant devient incolore. A
Iissue de la derniere centrifugation le culot cellulaire des érythrocytes est dilué avec le
tampon phosphate pour donner une suspension a 2% (v / v). Un volume de 80 pl de la
suspension érythrocytaire a 2% a été ajouté a 20 ul de chaque extrait (0,1 mg / ml) et la Vit C
a été utilisée comme standard. Puis le mélange a été traité par 136 ul de 2,2'-Azobis (2-
amidinopropane) dichlorhydrate (AAPH, 300 mM). Aprés incubation avec I’AAPH a 37°C, la
cinétique de disparition progressive des hématies a été suivie par la mesure dynamique de la
diminution de 1’absorbance a 630 nm, la résistance du sang a 1’attaque radicalaire a été
exprimée par le temps nécessaire a la lyse de 50 % des érythrocytes (half-hemolysis time ;

HT50).

2.6. Activites anti-inflammatoires in vivo

2.6.1. Induction de I’cedéme de I’oreille par le xyléne

L’cedéme de I’oreille induit par le xyléne chez les souris (Kou et al., 2005) est utilisé
pour évaluer I’effet anti-cedémateux des extraits de Salix alba et Equisetum arvense. Les
souris pesées et reparties en six groupes de six et jeunées pendant une nuit avant

I’expérimentation. Les extraits sont administrés par gavage, de la maniére suivante :
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» Groupes A. (al, a2) : extrait aqueux des écorces de Salix alba doses 250 et 500
mg/Kg, respectivement.

» Groupes B. (b1, b2) : extrait méthanolique des écorces de Salix alba doses 250 et 500
mg/Kg, respectivement.

» Groupes C. (cl, c2) : extrait aqueux de la partie aérienne d’Equisetum arvense doses
250 et 500 mg/Kg, respectivement.

» Groupes D. (d1, d2) : extrait méthanolique de la partie aérienne d’Equisetum arvense
doses 250 et 500 mg/Kg, respectivement.

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

» Groupe standard : Indométacine (50 mg/Kg).

Une heure aprés l'administration des extraits ou de I'Indométacine (50 mg/kg),
I’inflammation de la face externe de I’oreille droite des souris est induite par ’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 (Mayouf
et al., 2019). Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme est défini par rapport au groupe témoin
selon la formule suivante : % inhibition de 1'eedéme = (A Témoin — A traité / A Témoin) x
100, ou A Témoin : différence d’épaisseur pour le groupe témoin, A Traité : différence
d’épaisseur pour le groupe traite.

2.6.2. Induction de I’cedéme de la patte par le carraghénane

L’étude expérimentale de 1’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode
décrite par Buodonpri et al. (2009) et Amraoui et al. (2019). Une heure avant I’induction de

I’cedeme, six rats femelles de chaque lot traité regcoivent oralement les extraits de la manicre

suivante :

» Groupes A. (al, a2) : extrait aqueux des écorces de Salix alba doses 250 et 500

mg/Kg, respectivement
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» Groupes B. (b1, b2) : extrait méthanolique des écorces de Salix alba doses 250 et 500
mg/Kg, respectivement.

» Groupes C. (cl, c2) : extrait aqueux de la partie aérienne d’Equisetum arvense doses
250 et 500 mg/Kg, respectivement.

» Groupe D. (d1, d2) : extrait méthanolique de la partie aérienne d’Equisetum arvense
doses 250 et 500 mg/Kg, respectivement.

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

» Groupe standard : Diclofenac (20 mg/kg).

L’inflammation est induite par injection sub-plantaire de 0,1 ml de carraghénane (1%)
(Mélange de polysaccharides sulfatés extraits d'algues rouges) au niveau de la patte droite des
rats. Le volume des pattes enflammées est mesuré a I’aide d’un pied a coulisse digital avant

puis 1, 2, 3, 4 et 5 heure aprés I'administration du carraghénane.

% d’inhibition = (A Témoin — A Traité)/A Témoin x 100

A Témoin : moyenne de I’épaisseur de la patte du groupe témoin au temps (t), A Traité :

moyenne de 1’épaisseur de la patte du groupe traité au méme temps.

2.6.3. Induction de ’inflammation par la formaline

Pour évaluer I’effet antiarthritique des extraits S. alba et E. arvense, un modele
expérimental d’arthrite induite par la formaline (formaldéhyde a 2,5%) chez le rat (Akindele
and Adeyemi, 2006 ; Amraoui et al, 2019) a éte utilisé. Les rats femelles pesées et reparties
en dix lots de six ont été mises a jeun 16 h avant I’expérimentation. Les extraits ou Standard

sont quotidiennement administrés par gavage, pendant dix jours de la maniére suivante :

» Groupes A. (al, a2) : extrait aqueux des écorces de Salix alba doses 250 et 500

mg/Kg, respectivement.
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» Groupes B. (b1, b2) : extrait méthanolique des écorces de Salix alba doses 250 et 500
mg/Kg, respectivement.

» Groupes C. (cl, c2) : extrait aqueux de la partie aérienne d’Equisetum arvense doses
250 et 500 mg/Kg, respectivement.

» Groupe D. (d1, d2) : extrait méthanolique de la partie aérienne d’Equisetum arvense
doses 250 et 500 mg/Kg, respectivement.

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

» Groupe standard : Diclofenac (4 mg/kg).

Des injections sub-plantaires (intra-articulaires) de 0,1 ml de formaldéhyde a (2,5%) dans une
solution saline normale au niveau de la patte droite de chaque animal sont effectuées le
premier jour et répétées le troisieme jour de I'expérience une heure aprés 1’administration des
extraits par voie orale. L'épaisseur de I’cedéme est mesurée aux jours 0, 2, 4, 6, 8 et 10 a I’aide

d’un pied a coulisse digital.

L’cedéme de l'arthrite est estimé en calculant la différence de 1’épaisseur de la patte entre le

jour 0 et a différents moments.

2.7. Activités immunomodulatrices
2.7.1. Préparation des globules rouges de mouton
La figure 8 résume les principales étapes d’isolement des globules rouges de mouton

(Sheep red blood cells : SRBC) a partir du sang de mouton.
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Sang de mouton

Mélangé dans la solution

d'Alséver

Centrifugation

NaCl 0.9%
9 ml

]

Sang 1 ml— g

3000 rpm/10 mn

Globules rouges

SRBC 5 x 10°

cells/ml puis aliquotés

Figure 8. Principales étapes d’isolement des SRBC a partir du sang de mouton (Aichour et al., 2016)

2.7.2. Evaluation de la réponse humorale

La réponse immunitaire anti SRBC des E.Met et et E.Aq a été évaluée par le test
I'hémagglutination (HA) selon le protocole décrit par Aichour et al., (2016). Les animaux sont
divisés en quatre groupes pour chaque extrait, chaque groupe contenant six souris. Les souris
sont immunisées par voie intrapéritonéale (ip) avec 5 x 10° SRBC au jour 0. Les souris
traitées recoivent, par voie orale de I'extrait méthanolique ou aqueux (250, et 500 mg/kg) au
jour -2, -1, 0, 1 et 2. Le groupe témoin recoit uniquement de 1’eau distillée aux mémes jours.
Les échantillons de sang sont prélevés chez les souris par ponction rétro-orbital au jour 8 et
étaient centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min pour séparer le sérum. Aprés I’inactivation du
sérum par la chaleur a 56°C pendant 30 min, une étape de dilution en série (%2 en %) est
réalisée dans des plaques de microtitration. En bref, 25 ul du sérum des souris, dilué¢ par le
NaCl 0,9% dans des microplaques, est additionnés de 25 pl de 1% (v/v) de la suspension
SRBC. Les plaques sont incubées pendant 1 heure a 37°C. Le titre des anticorps (qui est
I’inverse de la dilution) est enregistré comme le dernier puits montrant une hémagglutination

visible.
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CHAPITRE Il : RESULTATS & DISCUSSION

1. Etude ethnobotanique

L'interaction entre les humains et les plantes a été décrite depuis longtemps comme I'un
des facteurs influencant la civilisation humaine, notamment dans le domaine médicinal
(Yeung et al., 2020). La documentation de l'usage médicinal des plantes par des études
ethnobotaniques permet le développement de médicaments et de traitements contemporains
ainsi que la conservation des plantes (Jadid et al., 2020). En Afrique, plus de 80% de la
population a recours a la médecine traditionnelle et aux plantes médicinales pour ses soins de

santé primaire (WHO, 2020).

Les investigations réalisées dans la région de Sétif ont permis d’inventorier quatorze
especes réparties en quatorze familles botaniques. La liste des plantes médicinales utilisées
dans les remédes anti-inflammatoires et leurs indications thérapeutiques sont regroupées dans
le tableau 2. Dans cette étude, les Capparaceae représentent la famille majoritairement citées
(9 citations) puis Salicaceae et Zingiberaceae (8 citations), Zygophyllaceae, Apiaceae et
Asteraceae (7 citations), Urticaceae et Equisetaceae (6 citations), Malvaceae (5 citations),
Lamiaceae (4 citations), Brassicaceae et Myrtaceae (3 citations), Dioscoreaceae et

Moringaceae (2 citations).
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Tableau 2. Enquéte ethnobotanique sur les plantes médicinales utilisées dans les remédes

anti-inflammatoires dans la région de Sétif.

Famille Nom Nom locale Partie utilisée Mode de Citatio
scientifique préparation n
Capparaceae Capparis spinosa  Kabbar L'écorce de laracine  Infusion 9
Décoction
Salicaceae Salix alba Safsafabyadh ~ L'écorce Cataplasme, infusion 8
décoction, poudre
Zingiberaceae  Zingiber officinale Zendjabil Rhizome Décoction, tisane 8
Zygophyllaceae  Peganum harmala Harmal Feuilles, racines, Cataplasme 7
tiges
Apiaceae Thapsia garganica Dryas Racine et partie Poudre 7
aérienne
Asteraceae Inule visqueuse Amagramane Partie aérienne Tisane 7
Urticaceae Urtica dioica Horayg Feuilles Cataplasme, infusion, 6
décoction
Equisetaceae Equisetum Dhaylhisan Partie aérienne Infusion, décoction 6
arvense
Malvaceae Malva sylvestris Khobiza Feuilles, rameaux, Infusion, décoction 5
fleurs, fruits
Lamiaceae Thymus vulgaris  Zaater Partie aérienne Décoction, tisane, 4
fumigation, poudre
Myrtaceae Myrtus communis  Rayhane Feuilles Infusion, décoction 3
Cataplasme
Brassicaceae Lepidium sativum  Hab rchad Graines Fraichement séchée 3
Dioscoreaceae ~ Tamus communis  Karma souda Rhizome Cataplasme 2
Moringaceae Moringa oleifera  Mouringa Feuilles Infusion, décoction 2

L’utilisation des plantes investiguées par les populations de la région de Sétif,

essentiellement dans le traitement des maladies inflammatoires et analgésiques pourrait étre

en relation avec la prédominance de ces pathologies dans la region.

Les resultats de 1’enquéte ethnopharmacologique ont révélé que Salix alba et Equisetum

arvense sont parmi les plantes les plus utilisées par la population locale dans les soins des

maladies inflammatoires et analgésiques. Dans les recettes recensees, les plantes sont

préparées seules mais souvent combinées avec d’autres ingrédients. Les recettes combinées
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peuvent renfermer des suppléments de nature végétale (huile, vinaigre et autre plante) ou
animale (beurre local, lait, yaourt et miel). Le Tableau 3 représente les modes de préparation

utilises a des fins thérapeutiques des deux plantes S. alba et E. arvense.

Tableau 3. Modes de préparation traditionnelle des plantes S. alba et E. arvense.

Plante Usage traditionnel

Salix alba Confection d’une ceinture a partir des écorces et I'enrouler autour
du genou. Couvrir ensuite avec un linge ou avec de la cellophane et

faire un bandage normal.
Boire la décoction ou I’infusion de I’écorce

Les écorces tranchées et séchées sont réduites en poudre. Mélanger

la poudre avec du miel ou du yaourt.

Les écorces broyées sont mélangées avec I’huile d’olive et

appliquées sous forme de compresses.

Equisetum arvense Il est préférable de boire un verre a thé de macération ou de

décoction de la partie aérienne

2. Analyses phytochimiques

2.1. Teneurs en polyphénols et des flavonoides

L'extraction est une étape trés importante dans I'isolement, I'identification et l'utilisation
des composés phénoliques. Il n’existe pas de méthode d'extraction unique et standard.
L'extraction par les solvants est la technique la plus couramment utilisée pour I'extraction des
composés phénoliques (Ignat et al., 2011). L'efficacité d'extraction dépend de plusieurs
paramétres dont le choix de la méthode d'extraction, le solvant utilisé, la température, le
temps d'extraction et la composition en composés phytochimiques (Zhang et al., 2018).
Cependant, il est rapporté que le facteur le plus influent est le type de solvants (Azwanida,

2015).
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Dans la présente étude, deux méthodes d’extraction ont été utilisées. La décoction qui
correspond a ’usage traditionnel des plantes étudiées, permet d’extraire préférentiellement les
composés polaires, comme elle peut extraire quelques composes amphiphiles (Jones et
Kinghon, 2005). Dans la deuxiéme méthode, 1’extraction est faite par le méthanol, capable
d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires et de faciliter l'extraction d’un grand
nombre de composés polaires ainsi que des composes de moyenne et de faible polarité
(Seidel, 2005). Le choix des solvants d'extraction influence les rendements en métabolites

secondaires des extraits.

Aprés extraction méthanolique et aqueuse, des extraits de couleur brune sont obtenus.
L’E.Met et I’E.Aq de I’écorce de S. alba représentent un rendement qui est de I'ordre 40.03%
et 8.76% respectivement ; tandis que ceux de L’E.Met et I’E.Aq d’E. arvense représentent

10.36% et 9.9% respectivement (Tableau 4).
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Tableau 4. Aspects, couleurs, rendements d’extraction et teneurs des extraits methanolique et
aqueux de S. alba et E. arvense en polyphénols et flavonoides totaux. SAME : Salix alba
methanolic extract, SAQE: Salix alba acqueous extract, EAME Equisetum arvense

methanolic extract, EAQE : Equisetum arvense acqueous extract.

Plante Extraits Aspect Couleur Rendement Polyphénols Flavonoides
Bruts d’extraction (ngEAG/mg  (pg EQ/mg
d’extrait) d’extrait
SAME  Poudre Marron  40.03%, 656,95 + 0,14 18,26 +0.02
_ fonce
Salix alba
SAQE  Poudre Marron  8.76% 440.12 + 0,14 12,44 £ 0.004
clair
EAME  Pateux Vert 10.36% 471,86 +£0,36 16.07 £0.01
Equisetum fonce
arvense EAQE  Poudre Marron  9.9% 234,82 +0,05 21.16 +0.01
clair

Le dosage des polyphénols totaux montre que les extraits méthanoliques des deux plantes
possedent les teneurs les plus élevées suivis par I’E.Aq de S. Alba, et finalement I’E.Aq d’E.
arvenus. Khoddami et al. (2013) ont montré que I’extraction avec le méthanol pur donne une
meilleure récupération de composés phénoligues.

2.2. Caractérisation phytochimique

La chromatographie liquide haute pression est sans doute la technique d’analyse, de
caractérisation d’extraits en composés phénoliques la plus utilisée. Elle présente une haute
résolution, une reproductibilité élevée et une durée d’analyse relativement courte (Wollgast et
Anklam, 2000). De ce fait, cette technique a été optée dans la présente étude dans le but de
caractériser qualitativement et quantitativement les composés phénoliques des extraits de

Salix alba et Equisetum arvense.

En fonction de leur structure, les polyphénols peuvent absorber a différentes longueurs
d'onde. Les composés phénoliques en genéral sont détectés entre 240 et 285 nm ; les flavones
et flavonols a 350-365 nm et les anthocyanines a 460-560 nm (Lorrain et al., 2013). Pour

réaliser I'identification de chaque polypheénol, ses données spectrales et son temps de rétention
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sont compares avec les données obtenues a partir de standards commerciaux. Le Tableau 5
résume la quantification des polyphénols totaux des extraits SAQE, SAME, EAQE, EAME.

Tableau 5. Analyse par HPLC des polyphénols totaux des extraits de S. alba et E. arvenus.

Concentration (ug/g)

Composés Tr (min)

SAQE SAME EAQE EAME
Acide gallique 3,302 7490,65  6465,33 21,548 0
Acide
Chlorogenique 4,094 5543,23  12367,34 42,901 0
Catéchine 4,530 24313,09 36957,53 56,027 98,272
Gallate de methyle 5,731 1291,056  1373,63 0 0
Acide cafféique 6,037 0,00 0,00 106,356 53,046
Acide syringique 6,580 3660,90  1205,61 20,616 20,671
Pyrocatécho 7,272 5163,03  5923,67 16,454 43,069
Rutine 7,564 0,00 7278,06 0 0
Acide ellagique 8,220 0,00 0,00 10,782 29,133
Acide—Pcoumarique 9,227 0,00 0,00 1,854 7,089
Vanilline 9,965 0,00 0,00 11,750 30,908
Acide férulique 10,152 5306,63  5448,23 37,136 66,999
Naringinine 10,251 491795  8858,23 0 44,707
Taxifoline 12,472 2033,16 424494 15,183 20,938
Acide cinnamique 14,388 330,71 152,59 1,384 1,214
Kaempférol 14,755 0,00 1455,98 22,881 14,825

Tr : temps de rétention ; SAME : Salix alba methanolic extract ; SAQE : Salix alba acqueous
extract ; EAME : Equisetum arvense methanolic extract ; EAQE : Equisetum arvense acqueous
extract.

L’extrait de I’écorce de Salix alba présente un profil chimique de plusieurs polyphenols
incluant des acides phénoliques et des flavonoides appartenant a différentes classes (Figure 9
b, c). L'extrait aqueux révele la présence d’une teneur élevée d’acide gallique, acide
syringique et acide cinnamique et I'extrait méthanolique est trés riche en acide chlorogénique,
catéchine, Methyl gallate, pyrocatéchol, acide férulique, naringénine, et taxifoline. Il est
intéressant de mentionner que l'acide caféique, la rutine, I'acide ellagique, I'acide coumarique,

la vanilline et le kaempférol n'ont pas été détectés dans I'extrait aqueux, tandis que l'acide
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caféique, l'acide ellagique, lI'acide coumarique et la vanilline n'‘ont pas été trouves dans

I'extrait méthanolique (Tableau 5 plus haut).

Selon Ewelina Pigtczak et al., (2020), les flavanols et les procyanidines constituent
jusqu'a 77,1% de tous les composés phénoliques dans I'écorce de Salix alba. Les composés
phytochimiques identifiés dans notre étude sont conformes a ceux trouves dans la littérature
publiée par Cosmin et al., (2013). Ils ont constaté que l'extrait d’écorce de S. alba était riche
en naringénine, catéchine et d'autres flavonoides qui n‘ont pas été identifiés dans I'étude
actuelle. Cela peut étre di a la méthode différente utilisée dans le détermination (Karthikeyan
et al., 2012). De plus, la différence entre les résultats rapportés précédemment et les résultats
actuels peut probablement étre dlie a I’effet de l'environnement de culture qui a été signalé

comme affectant la composition chimique des extraits.
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Figure 9. Profils chromatographiques du standard (a), SAME (b) et SAQE(c) obtenus par HPLC
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Les résultats de 1’analyse de I'extrait aqueux et I'extrait méthanolique J’Equisetum
arvense révelent la présence d’acides phénoliques et de flavonoides. Les conditions de

séparation utilisées ont permis d’obtenir des chromatogrammes bien résolus (Figure 10 (a),

(b)).

Les deux extraits possédent deux acides phénols (I’acide caféique et I’acide ferulique)
en trés grande quantité. La catéchine représente le Flavan-3-ols majoritaire. En outre, 1’acide
coumarique et I’acide Cinnamique sont présents en faible quantité dans I’extrait d Equisetum
arvense tandis que, Methyl gallate et Rutine ne sont pas détectées dans les deux extraits.
L’Acide chlorogénique et I’acide gallique ne sont détectés que dans I’extrait aqueux

d’Equisetum arvense.
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Figure 10. Profils chromatographiques d’EAME (a) et EAQE(b) obtenus par HPLC.

3. Activites antioxydantes des extraits

De nombreux extraits de plantes présentent des propriétés antioxydantes efficaces grace
a leurs phyto-constituants, notamment les acides phénoliques et les flavonoides (Barriada-
Bernal et al., 2013). L’activité antioxydante des différents extraits de S. alba et E. arvense a

été évaluée grace a différents tests in vitro.
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3.1. Piégeage du radical DPPH

Les résultats de 1’activité antioxydante des extraits de S. alba et E. arvense vis-a-vis du
radical DPPH sont représentés dans la Figure 11. Les résultats montrent que les extraits
aqueux et meéthanoliques de S. alba et E. arvense possédent un effet piégeur nettement
supérieur a ceux de BHT standard (87 * 0.003) vis-a-vis du radical DPPH. L'activité de
piégeage des radicaux la plus élevée a été présentée par SAME avec ICso= 6,7 + 0,001 pg/ml,
suivie par SAQE (15,2 £ 0,003 ug/ml). Pour les extraits EAME et EAQE présentent une

activité importante 18.3 £ 0.0023 pg/ml, 36.33 £ 0.002 pg/ml, respectivement.

] S.alba
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Figure 11 : Activité anti radicalaire des extraits aqueux (E.Aq) et méthanolique (E.Met) de Salix alba
et Equisetum arvense. Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3) ; *** p < 0.001, comparées
avec la BHT.

D’apres ces résultats, 1’extrait qui présente une forte activité antiradicalaire est celui
qui possede une teneur élevée en polyphénols. La différence dans I'activité peut étre due a la
teneur en composés phénoliques. De plus, il a été démontré que les polyphénols sont des
antioxydants importants via leurs groupes hydroxyle et d'autres groupes conjugués qui

inhibent la génération de radicaux et la désactivation des précurseurs actifs (Pietta, 2000).

Les extraits méthanoliques sont dotés d’une activité inhibitrice plus forte que celle des

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

3.2. Pouvoir reducteur

Dans le test actuel, I'activité du pouvoir réducteur a été déterminée pour tous les extraits
(Figure 12). Les résultats obtenus montrent que ’activité antioxydante la plus élevée est
obtenue avec 1’extraits aqueux de Salix alba (IC50 = 6.51 pg/mL). Par contre, I’'IC50 de
I’extrait méthanolique est relativement élevée 30.6 ug/mL (activités plus faibles). Egalement,
une grande différence est observée entre 1’effet de ’extraits aqueux et méthanolique d’E.
arvense. De plus, EAME présente un bon effet de pouvoir réducteur avec une 1C50=92.5 +
0.002pg/ml. Tandis que 'EAQE présente une IC50 égale a 348.33 + 0.02ug/ml. Le BHT
utilise comme antioxydant standard présente un pouvoir réducteur puissant avec une valeur
d’IC50=14.84 + 0.4 pg/mL. Ce pouvoir est dd a la présence de composes 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).
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Figure 12. Pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique de Salix alba et Equisetum arvense.
Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3) ; ns: non significatif, *** p < 0.001, comparées avec
la BHT.
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3.3. Piégeage du radical hydroxyle

Dans ce test, I'activité antioxydante est déterminée sur la base que les extraits possédent
la capacité a piéger le radical hydroxyle (Figure 13). Les résultats obtenus montrent que
I’extrait SAQE possede la capacité a pieger le radical hydroxyle élevé avec un IC50 estimé a
60 + 0.01pg/ml. La valeur 1IC50 de SAME était de 386 + 0,03 pg/ml. Cependant, en
comparaison avec IC50 du standard vit C seul I’extrait EAQE exprime un effet similaire. La
valeur de I’IC50 del’extrait EAME demeure significativement différente (p<0.001) de celle de

la Vit C.

Le radical hydroxyle est I’'une des puissantes espéces réactives de 1’oxygeéne 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.
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Figure 13. La capacité des différents extraits aqueux et méthanolique de Salix alba et Equisetum
arvense a piéger le radical hydroxyle. Les valeurs représentent la moyenne + SD (n=3) ; ** p < 0.01,
*** n < 0.001, ns : non significatif, comparées avec la Vit C.
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3.4. Activité anti-hémolytique

Ce test consiste a soumettre I’échantillon du sang total a une agression radicalaire et
évaluer si les extraits empéchaient ou non les dommages oxydatifs a la membrane
érythrocytaire. Le test anti-hémolytique a démontré que tous les extraits étaient plus efficaces
que le contréle positif HT50 de 123,56 min (Figure 14). Les valeurs de HT50 des différents
extraits testés montrent une grande variation ; SAQE exprime I'effet le plus puissant avec une
HT50 = 169,22par rapport au SAME avec une HT50 = 138,25. L’extrait EAME présente une

meilleure activité anti-hémolytique (174.61 min), suivie de I’extrait EAQE (157.73 min).
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Figure 14. L’inhibition de I'hémolyse par les extraits aqueux et méthanoliques de Salix alba et
Equisetum arvense.
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Il n'y a pas de différence significative par rapport au groupe témoin. Le groupe traité a la
vitamine C n'a pas augmenté de maniere significative la HT50 (171,61 min) par rapport au
groupe témoin. L’oxydation des érythrocytes sert de bon modéle pour les dommages
oxydatifs des membranes biologiques en raison de leur facilité d'isolement, de leur simplicité,
de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et de la concentration élevée
en oxygene et en hémoglobine des cellules (Hammoudi et al., 2017). 1l semble que la teneur
élevée en pheénols et en flavonoides dans I'extrait conduit a une activité anti-hémolytique
puissante.

4. Evaluation de la toxicité aigue

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps pour la prévention et le
traitement de diverses maladies. Elles sont bien connues a travers I'histoire et ont toujours fait
partie de la culture humaine (Epoh et al., 2019). Du fait de cet usage courant pour leurs divers
effets thérapeutiques, une évaluation toxicologique devient une étape indispensable pour
déterminer I’innocuité des extraits (De Melo et al., 2011). Cette étude a été congue pour

évaluer la toxicité aigué des extraits S. alba et E. arvense chez les souris.

L’¢étude de la toxicité aigiie chez des souris a montré que 1’administration orale de 2
g/Kg et 5g/Kg des extraits aqueux de S. alba ne provoque aucun signe d’intoxication ni de
mortalité pendant les 14 jours d’observation ce qui indique que la dose 1étale moyenne (DLso)
est supérieure & 5000 mg/kg. Aucun symptéme ou signe de toxicité ni de décés n’a été
enregistré lors de I’administration orale de 2g/Kg de I'extrait méthanolique de S. alba. Par
contre, apres lI'administration de I'extrait méthanolique de S. alba aux souris avec la dose de
5g/Kg, des signes d'intoxications et de mortalité (5 souris mortes sur un nombre total de 5) ont

été observees, ce qui indique que la DLso est comprise entre 2000 mg/kg et 5000 mg/kg.

Les résultats ne montrent aucune mortalité et aucun signe clinique de toxicité apres
I’administration par voie orale des doses 2 g/Kg et 5 g/Kg des extraits E. arvense. Ce qui

montre que la DLso est supérieure & 5000 mg/Kkg.
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4.1. Progression du poids corporel

Le changement de poids corporel est un parametre important qui peut contréler la

toxicité (Vahalia et al., 2011). Il ne sera significatif que si les pertes de poids corporel de plus

de 10% par rapport au poids corporel initial se produisent (Ramesh et al., 2007). Le suivi de

la variation de la masse corporelle des animaux au cours de I'expérience de la toxicité aigué

par ’extrait Salix alba et extraits E. arvense n’a démontré aucun changement significatif

durant les 14 jours du traitement dans tous les groupes par rapport au témoin (Tableau 6).

Tableau 6. Effet de la prise unique des extraits (A) SAME, SAQE et (B) EAME et EAQE sur

le poids corporel des souris males. Les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (n=5). ns :

aucune différence significative n'a été observée entre le groupe témoin et les groupes traités.

A
Jours  Control SAQE2g/kg SAQES5g/kg SAME2g/kg SAME 5 g/kg
1 27.8+0.665 26 £0.634™ 28 £0.896 "™ 28.4 +£0.511™ nd
7¢me 30.8+0.584 29.8+1.360"™ 31.2+0.972"™ 28.8+1.598™ nd
14¢eme 322+0.375 30.8+1.116™ 33.4+0.929" 30+1.143™ nd

B
Jours  Control EAQE 2g9/kg EAQES5g/kg EAMEZ2g/kyg EAME5 g/kg
1¢r 27,8 £ 0,665 27,4 +£0,874™ 27,2 £ 0,584 27,4+0,871™ 27 £0,634™
7éme 30,8 £ 0,584 30+£0,31™ 30+£0,549"™ 30+0,31™ 27,4 +£1,29™
14¢me 32,2 +0,375 32,6 +0,68™ 30,2 +0,2™ 32,6 +0,68™ 29,6 £1,25™

4.2. Poids relatif des organes

Le poids relatif des organes est également un indice important de I'état physiologique et

pathologique chez I'homme et chez les animaux d’expérimentation (Ramesh et al., 2007).

L'administration orale de I’extrait Salix alba et I’extrait E. arvense n'a provoqué aucune

variation du poids relatif des différents organes (foie, rate, reins, cceur, poumons) chez les
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souris traitées par rapport au groupe témoin. Cependant, la rate chez les souris traitées avec
2000mg/kg de SAME a montré une variation significative (p<0,01) par rapport au groupe
témoin, comme indiqué dans le Tableau 7.

Tableau 7. Poids relatif des organes des souris traitées par les extraits (A) SAME, SAQE et
(B) EAME et EAQE. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 5), ns : aucune

différence significative ; ** : p<0.01.
A

Organes Control group  SAQE 2 g/kg SAQE 5 g/kg SAME 2 g/kg SAME 5 g/kg

Ceeur 0.546 + 0.029 0.50 + 0.02" 0.458 £ 0.032™ (554 + 0.068" nd
Poumons 0.793 % 0.05 0.709 + 0.08™ 0.619+ 0.067™ 0.712+ 0.049"™ nd
Foie 5592+0.193 5709+ 0.55™ 4316 +0.209™ 590+ 0.56™ nd
Rein 1.423 + 0.117 1522 + 0.188™  1.366 + 0.064™  1.482+ 0.093"™ nd
Rate 0.703 + 0.014 0.607 £ 0.057™  0.555+ 0.038™  1.48+0.263™ nd
B

Organes  Control group EAQE 2 g/kg EAQE 5 g/kg EAME 2g/kg EAMES5 g/kg

Coeur 0.546 +0.029  0.512+0,047™ 0.523+0,012"™ 0,579+0,039™ 0,485+ 0,066

Poumons 0.793+ 0.05 0.641+0,041™ 0.648+0,036™ 0,73+0,027™  0,675*0,073™

Foie 5592+0.193 5.122+0,373™ 5.25+0,36™ 5,63+0,09™ 5,601 +0,363™
Rein 1423+ 0.117 1.623+0,237™ 1.54+0,18™ 1,42 +0,088™ 1,469 +0,162"™
Rate 0.703+ 0.014 0,646+0,04™ 0.76 + 0,029™ 0,94+0,17"™ 0,659 + 0,194
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4.3. Parameétres biochimiques

Dans I'étude de toxicité, divers paramétres biochimiques pourraient étre utilisés comme
marqueurs des effets hépatocellulaires qui peuvent étre induits suite a I'administration de
substances. Le foie est le principal organe assurant la biotransformation des xénobiotiques
dans l'organisme et par conséquent il est considéré comme la principale cible des substances
toxiques (Gu & Manautou, 2012). Selon Vysakh et al. (2018), certains composés
phytochimiques présents dans les plantes peuvent provoquer une hépato toxicité. Cela se
traduit par la présence de niveaux élevés d'enzymes marqueurs de lésions hépatiques dans le
sang. Pour cette raison, les marqueurs plasmatiques des lésions hépatiques, tels que I'AST,
I'ALT et la créatinine ont été analysés pour étudier I'hépato toxicité possible de I'extrait de
S.alba et E. arvense. Dans cette étude, ALT et AST des souris traitées par différentes doses de
I’extrait Salix alba et 1’extrait E. arvense ne manifestent aucun changement significatif
(Figure 15-16). Ce qui suggere que les extraits utilisés sont des extraits non hépatotoxiques.
En outre, I'administration orale des extraits n'a pas provoqué une augmentation de la

créatinine. Ce parameétre est un marquur important du dysfonctionnement rénal.
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Figure 15. Paramétres biochimiques des souris males traités avec des doses uniques de I’E.Met et
E.Aq de S. alba (2000 et 5000 mg/kg). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n=5), ns : pas
de différence significative.
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Figure 16. Paramétres biochimiques du contrble et des souris traitées avec E. arvense mesurés au
cours de la toxicité aigué. Les valeurs ont été exprimées en moyenne + SEM (n=5). ns : non
significatif.
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5. Activité anti-inflammatoire in-vivo des extraits

L'inflammation est le principal processus impliqué dans la physiopathologie de
nombreuses maladies chroniques (Zhong et Shi, 2019). Ses principaux symptémes sont :
I'cedéme, I'hyperalgésie et I'érythéme. Etant donné que l'ccdéme constitue 1'un des signes
cardinaux de l'inflammation, il serait intéressant de 1'étudier lors de l'investigation de 1’effet
anti-inflammatoire des substances naturelles (Morris, 2003). Dans la présente
experimentation, I'étude de I'effet anti-inflammatoire des extraits de S. alba et E. arvense a été

menée en utilisant le modéles de I’inflammation in vivo

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

Les extraits SAME et SAQE ont pu réduire 1I’cedéme de I’oreille avec un pourcentage
d’inhibition le plus élevé (57.81% et 67.18%, respectivement) a 500 mg/kg. Cet effet a été
similaire a celui provoqué par l'indométacine 66.24 %. A la dose de 250 mg/kg, l'effet des
extraits SAME et SAQE était modérée avec des pourcentages d’inhibition de 32.4% et
39.08%, respectivement, mais reste statiquement significatif par rapport a l'indométacine

(Figure 17).

Les extraits testés EAME, EAQE inhibent de maniére efficace la formation de 1’cedéme
auriculaire provoqué par le xylene a la dose 500 mg/kg avec une inhibition de 67.85%, et
71.87%, respectivement. Le traitement topique par ces deux extraits testés a la dose 250
mg/kg a montré un effect statiquement significatif avec un pourcentage d’inhibition de
36,11% et 37,96%, respectivement. L'EAQE a présenté les effets antiphlogistiques les plus
¢levés contre 1'eedéme auriculaire induit par le xyléne, probablement en raison de la présence
de I’acide cafféique. En effet, ce dernier flavonoide posséde une activité anti-inflammatoire

déterminée par Shahidi et Yeo (2018).
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Figure 17. Effet anti-inflammatoire des extraits aqueux et méthanolique de S. alba et E. arvense sur
I'oedéme auriculaire induit par le xyléne chez la souris. Les valeurs sont exprimées en moyenne +
SEM (N==6). ns : pas de différence significative, * p < 0.05. ** P <0,01. *** P <0,001.

L’cedéeme de ’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). Le gonflement induit par le xylene est suivi d'une réponse immunitaire innée dans
la peau, d'une réaction de cytotoxicité par les cellules T activées, puis d'une migration des
leucocytes PMN, produisant une inflammation neurogéne caractérisée par la chaleur, la

rougeur et I'eedéme (Kodithuwakku et al., 2013).

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 reaction inflammatoire. Ce phénomene 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 I’inflammation neurogénique. Ils induisent une
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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 cyclooxygenases capables de synthétiser les
prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson et Vasko, 2003). L'indométacine, un puissant
AINS, réduit la formation de 1'eedéme par 1'inhibition de l'activité de la cyclo-oxygénase et par
conséquent de la synthese des prostaglandines (Lucas, 2016). Nos résultats ont démontré que
les extrais SAME, SAQE, EAME et EAQE réduisent efficacement le développement de
I'cedéeme de 1'oreille indiquant que ces extraits agiraient comme des inhibiteurs de la cyclo-

oxygeénase.

5.2. Effet sur I’cedéme induit par le carraghénane

L'cedéme de la patte induit par I’injection sous-plantaire du carraghénane est un modele
classique généralement utilisé pour évaluer I'effet anti-inflammatoire aigu in-vivo des extraits
de plantes (Chauhan et al., 2018). Les Résultats de I'activité anti-inflammatoire des extraits de
S. alba et E. arvense sur le modé¢le d'cedéme de la patte induit par le carraghénane sont
présentés dans cette expérimentation par 1’évolution de I’inflammation dans la Figure 18. Le
tableau 8 résume les différents pourcentages d’inhibition de 1’inflammation causée par

I’injection sous-plantaire du carraghénane.

Les résultats obtenus ont montré que I’inflammation induite par le carraghénane
augmente en fonction du temps pour atteindre son maximum a 5 heures chez les souris
traitées a I’eau distillée. Le Diclofenac (20 mg) a montré une remarquable inhibition de
I’inflammation par rapport au groupe contrdle comme tous les autres extraits testés.
Cependant, les extraits de Salix alba se démarquent des deux autres extraits par un effet anti-
inflammatoire plus notable. Les extraits de Salix alba ont un effet inhibiteur des la premiére

heure qui suit I'injection du carraghénane, puis cet effet augmente progressivement jusqu'a la
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cinquieme heure. La dose de 500 mg/kg inhibe la formation de I'edéme de maniére plus
considérable.

Tableau 8. Pourcentage d’inhibition de 1I’oedéme plantaire chez les rats traités par les extraits
SAME, SAQE, EAME, EAQE et du Diclofenac (20 mg).

Doses Temps
Extraits (mg/kg)
1h 2h 3h 4h 5h

250 12,5 23,62 46,77 76,94 83,00
SAME

500 18,21 27,75 60,89 78,65 88,62
SAQE 250 12,27 23,64 41,14 63,31 81,52

500 15,23 24,20 50,78 65,04 87 756
EAME 250 39,80 25,79 36,66 52,17 69,64

500 40,69 27,51 54,42 64,23 77,48
EAQE 250 29,36 17,22 36,26 51,79 61,26

500 31,47 20,85 39,06 52,5 67,31
Diclofenac 20 25,81 45,15 73,78 85,35 93,31

L’administration de ’extrait de la partie aérienne d’E. arvense aux doses de 250 et 500
mg/kg prévient le développement de 1’cedéme plantaire chez le rat de maniere significative

par rapport au contrdle négatif a partir de la deuxiéme heure (Figure 18 C).

L'cedéme de la patte induit par le Carrageenan est une réaction inflammatoire
biphasique dépendante du temps dans laquelle divers médiateurs inflammatoires participent a
son développement (Chavan et al., 2010). La premiere phase de I'inflammation (0-1 heure) est
provoquée par la libération d'histamine, de sérotonine et de bradykinine sur la perméabilité
vasculaire (Sadeghi et al., 2013). La phase ultérieure (1-5 h) est due a la surproduction de
prostaglandine et de radicaux libres dérivés de I'oxygéne dans les tissus (Vircheva et al.,
2011). Nos résultats ont indiqué que les quatre extraits testés étaient capables de réduire
efficacement le gonflement dans les deux phases de I'inflammation induite par 1’injection du

carraghénane avec une inhibition maximale dans la seconde phase. Ainsi, l'effet anti-
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inflammatoire des extraits SAQE, SAME pourrait étre lié a I'inhibition de la libération
d'histamine ou de sérotonine dans la phase initiale et a I'inhibition de I'activité de la cyclo-

oxygeénase dans la seconde phase.
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Figure 18. Evolution de I’inflammation (oedéme plantaire) en fonction du temps pour les différents
groupes : A: extrait aqueux de S .alba (SAQE) ; B : extrait méthanolique de S .alba (SAME) ; C:
extrait aqueux de la partie aérienne d’E.arvense (EAQE) ; D : extrait méthanoliquede de la partie
aérienne d’E.arvense. (EAME). Les valeurs sont exprimees en moyenne + SEM (N= 6),*** p < 0,001.

65



Chapitre 2 : Résultats et discussion

5.3. Effets des extraits sur I’arthrite induite par la formaline

L'arthrite induite par le formaldéhyde est I'un des modeles les plus couramment utilisés
pour évaluer l'activité antiarthritique (Shah et al., 2016). L'injection sous-plantaire de 2,5 %
de formaldéhyde au premier jour suivi par un rappel au 3eme jour a provoqué un gonflement
de la patte de tous les rats. Ce gonflement des articulations s'est maintenu pendant tous les

jours de la période d'observation (Figure 19).
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Figure 19. Effet anti-inflammatoire des extraits SAME (A), SAQE (B), EAME(C), EAQE(D) sur
I’évolution de I’cedéme de la patte induit par la formaline. Les valeurs sont exprimées en moyenne +
SEM (n = 6), ns: non significatif, * p < 0,05 ;** p < 0,01 ; *** p < 0,001.

Les résultats obtenus montrent que le gonflement de la patte droite du groupe non traité,
apparu apres un jour de I’induction de I’cedéme est caractérisé par une augmentation de
I’épaisseur de la patte de 4,12 + 0,243 mm. Les symptdmes de I’inflammation (une rougeur et

un gonflement de la patte) étaient moins marqués dans le cas des groupes traités par SAME,

SAQE, EAME, EAQE. L'effet inhibiteur maximal produit par les extraits méthanolique et
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aqueux d'Equisetum arvense a 500 mg/kg était de 46,42 + 2,99% et 48,96 = 3,68%,
respectivement. En effet, I'administration orale de I’extrait méthanolique et aqueux de Salix
alba a réduit I’cedéme plantaire avec un pourcentage d'inhibition de 45,63 + 8,45 et 46,16 *

6,83, respectivement.

L'augmentation du diamétre des articulations des groupes traités au Diclofénac a été
significativement réduite tout au long de la période d'observation (p<0,001). La différence de
I’épaisseur un jour aprées 1’induction de I’inflammation est de 2,43 + 0,13 mm. Les épaisseurs
de la patte enflammée aux jours 2, 4, 6, 8 et 10 et au cours de la période d’expérience ont
montré qu’apres ’injection de la formaline une diminution de 1’cedéme est observée dans tous
les groupes méme en absence de tout traitement. L'activité anti-inflammatoire des extraits de
plantes dépend essentiellement de leur composition phytochimique, I'acide caféique, la

catéchine et I'acide férulique (Da Cunha et al, 2004 ; Johansson et al, 2019).

6. Effets immunomodulateurs in vivo

La thérapie immunomodulatrice d'origine végétale représente un domaine important
dans le traitement des maladies infectieuses (Nicoara and Crisan, 2003). De nombreux produits
végétaux naturels et composés synthétiques ont été évalués pour leur potentiel a moduler les réponses
immunitaires (Patwardhan & Manish, 2005). Dans la présente étude, I'activité
immunomodulatrice des extraits de S. alba et E. arvense a été explorée (Figure 20). Les
résultats ont montré que 1’extrait méthanoliques de S. alba et I’extraits aqueux d’E. arvense
augmentent significativement le titre des anticorps chez les souris traitées avec 500 mg/ml de
SAME (868 p < 0.01) et 500 mg/ml de EAQE (512 p < 0.001), respectivement en

comparaison avec le titre du groupe contrdle non traité 89,6).
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Figure 20 : Effet des extraits sur le titre des anticorps chez les souris. SAME : extrait méthanolique de
S. alba, SAQE ; extrait aqueux de S. alba, EAME ; extrait méthanolique d’E. arvense, EAQE ; extrait
aqueux d’E. arvense, TN ; Temoin non traité ; Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne +
SEM (n = 6). ns : non significatif, *** p < 0,001. ** p < 0,01.

Cette étude a porté sur I’évaluation de deux modes d’extractions, aqueux et methanolic,
dans le but de démontrer I’efficacité optimale de ces extraits sur le plan immunitaire. Nous
avons noté un effet immunostimulateur dose dépendant. Les valeurs élevées du titre
d'anticorps hémagglutinantsobtenu par les différents extraits de la plante ont indiqué que
I'immunostimulation a été obtenue par immunité 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 d’élimination de I'antigéne a savoir l'activation du complément, 'opsonisation, la
neutralisation des toxines, etc. (Miller et al., 1991). L’augmentation remarquable dans le titre
d’anticorps circulants anti-SRBC peut étre expliquée par 1’activation des macrophages, des

lymphocytes T et/ou des lymphocytes B impliquées dans la synthese d'anticorps (Benacerraf,
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1978). Anarthe et al. (2014), ont démontré la capacité de 1’extrait méthanolique de Trigonella
foenum graecum a produire d'anticorps hémagglutinants contre le SRBC. Ils ont indiqué que
I'immunostimulation a été obtenue par immunité humorale. Par conséquent, les agents
immunomodulateurs d'origine végétale renforcent la réactivité immunitaire de l'organisme

contre pathogene en activant le systeme immunitaire (Vaghasiya et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

La connaissance et I'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée dans
ces dernieres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante. Ces molécules naturelles de
nature phénolique sont trés recherchées en phytothérapie vu les effets secondaires des

médicaments et les sequelles néfastes des antioxydants de synthese

Une enquéte ethnobotanique réalisée aupres des herboristes et des tradipraticiens a
permis d'inventorier les plantes médicinales utilisées dans les remédes anti-inflammatoires
dans la région de Sétif.

Notre recherche a abouti au choix des deux plantes Salix alba et Equisetum arvense
pour la réalisation de cette étude. Ce travail rentre dans le cadre de la valorisation du
patrimoine naturel de la région de Setif. Aprés extraction, ’analyse quantitative et qualitative
des composés chimiques susceptibles d’avoir une activité pharmacologique est effectuée. Les
activités antioxydante, anti-inflammatoire et immunomodulatrices sont évaluées.

Notre étude a montré que le rendement des extractions peut étre influencé par plusieurs
facteurs notamment la méthode d’extraction, la nature et les caractéristiques
physicochimiques des solvants utilisés et plus particulierement leur polarite.

Le dosage des composés phénoliques et des flavonoides contenus dans les extraits
préparés a base de cette plante a permis de mettre en évidence sa richesse en ces métabolites
secondaires. L’investigation phytochimique a mis la lumiére sur la nature de ces composés
bioactifs.

On distingue ainsi la présence d’un profil chimique composé de plusieurs polyphenols

incluant des acides phénoliques et des flavonoides appartenant a différentes classes.
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L’évaluation de I’activité antioxydante in-vitro des extraits SAME, SAQE, EAME,
EAQE a été effectuée par la combinaison de quatre différentes méthodes afin de déterminer
les différents mécanismes par lesquels les extraits exercent leur effet antioxydant. Au regard
de ce qui précéde, nous concluons que les deux plantes possédent un véritable potentiel
antioxydant et constituent une source prometteuse d’antioxydants naturels.

L’¢tude de la toxicité aigue des extraits des deux plantes fournit des informations
pertinentes sur I'administration orale aigué. La prise aigué des extraits des deux plantes aux
doses de 2000 et 5000 mg/kg a permis de conclure que les extraits méthanoliques et aqueux
d’Equisetum arvense et 1’extrait aqueux de Salix alba ne sont pas toxiques alors que la prise
de 5000 mg/kg de I’extrait méthanolique de salix alba peut étre classée dans la catégorie des
plantes faiblement toxiques par voie orale qui se déduit par la presence de mortalité des
animaux d’expérimentation.

L’activité anti-inflammatoire in vivo a été examinée sur différents modéles. L’inhibition
du développement de I’oedéme de I’oreille induit par le xylene a montré que les extraits
administrés par voie orale de 500 mg/kg de SAME, SAQE, EAME et EAQE ont montré une
inhibition significative. Cet effet était d’ailleurs confirmé sur le modele de I'oedéme de la pate
induit par le carraghénane avec des pourcentages d’inhibition de I’ordre de 87.56, 88.62,
77.48 et 67.31 de SAQE, SAME, EAME et EAQE, respectivement. De plus, les extraits de S.
alba et E. arvense ont montré un effet antiarthritique non négligeable dans 1’étude in vivo
chez les rats avec arthrite expérimentale induite par le formaldéhyde.

Une activité immunomodulatrice considérable sur la production des anticorps était
observée chez les souris traitées avec 500 mg/mL ou SAME a donné un effet meilleur (p <
0.01).

Les résultats de la présente étude supportent 1’usage traditionnel des deux plantes

étudiées dans la prise en charge de diverses pathologies surtout d’origine inflammatoire.
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Compte tenue ce qui précéde, d’autres expérimentations doivent étre entreprises afin de

compléter et d’exploiter au maximum le potentiel thérapeutique de ces deux plantes. Ainsi il

s’inscrit dans nos perspectives de recherche de :

Evaluer la toxicité subaigué et chronique afin de clarifier le mécanisme d'action des
extraits.

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 systémes antioxydants in vivo.

Evaluer I’activité antiarthritique sur d’autres modé¢les qui simulent 1’arthrite
rhumatoide humaine comme 1’arthrite induite par le collagene type II qui serait d’une
grande importance.

Explorer le mécanisme par lequel les extraits des plantes induisent

I'immunomodulation.
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Annexe

Annexe 1

FICHE ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

Age:....... Sexe:M/F.......... Lieu

Quelle sont les plantes les plus utilisées pour le traitement de l'arthrose, les douleurs

rhumatismales, les douleurs de I’oreille etl’Eczéma.
PLANTE : Nom local ...ccvveeeeiineineennnnnnennnnns
[1Quelles sont vos utilisations de cette plante ?

[1Quelles parties sont récoltées (partie aérienne, feuilles, fleures, écorces de racines, écorces

de tronc, Racines ...... )?
[1Quand doit-on récolter ?

1 Utilise-t-on cette matiére végétale a I'état frais ou sec? Si c'est a 1’état sec, comment

procéde-t-on au séchage (au soleil ou a I'ombre) ?

[1Comment se fait la préparation ?

[1Quelle quantité de plante (extrait ...) faut-il prendre et dans quel volume d’eau ?

(1 Pendant combien de tempsse fait la décoction, 1’infusion, la maceération ou la digestion ?

[1Utilise-t-on cette plante seule pour se soigner ? Ou est-elle associée a d’autres plantes ?
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HPLC analysis, acute toxicity and anti-inflammatory effects of Salix alba L.
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The white willow, Salix alba L., rich in polyphenols and flavonoids, is traditionally used for its antipyretic, analgesic and
anti-inflammatory potential in Algeria. As part of the ethnobotanical survey of medicinal plants in Setif region in Algeria, in
the present study, we assessed the safety profile of S. alba barks methanol (SAME) and aqueous (SAQE) extracts, their
phytoconstituents, and their antioxidant and anti-inflammatory activities. The in vitro antioxidant activity was evaluated by
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH), reducing power and hydroxyl radical tests assays. HPLC analysis identified
16 compounds in each extract with different concentrations. Gallic acid, syringic acid and cinnamic acid were high in the
aqueous extract, while the methanol extracts were rich in chlorogeni cacid, catechin, methyl gallate, pyrocatechol, rutin,
ferulic acid, naringenin, taxifolin and kaempferol. The extracts showed significant reducing power, DPPH and hydroxyl
radical scavenging effects. In vivo tests showed a strong effect on carrageenan-induced paw edema after 5 h with an
inhibition of 88.62 and 87.56% for SAME and SAQE (500 mg/kg), respectively. The extracts also at 500 mg/kg showed
significant inhibition of xylene-induced ear edema of 57.81% with SAME 67.18% with SAQE. The results have shown that
the methanol and aqueous extracts of the barks of S. alba had no toxic effect on biochemical parameters as well as the organ

weights and behaviour. It indicates that S. alba could be a promising source of anti-inflammatory agent.

Keywords: Antioxidant, Polyphenols, White willow

Free radicals cause protein, DNA damage and lipid
peroxidation. These changes are responsible for
several diseases including cancer, cardiovascular
diseases, atherosclerosis and inflammatory diseases®.
Acute inflammation includes a series of events like
increased permeability, vasodilation, fluid exudation
and migration of leukocytes. In an inflammatory
environment, massive quantities of different free
radicals were produced by activated neutrophils and
macrophages via the NADPH oxidase. These free
radicals created in inflammation might lead to toxic
effects in inflamed site?. The human body has anti-
free radical defence system which includes
antioxidants that can be enzymatic or none
enzymatic®. Since antiquity, medicinal plants were
known as an important source of pharmaceutical
agents which can prevent and treat several diseases..
Many properties of plant products are associated with
the presence of phenolic compounds, which are
essential for the development of plants and play an
important role in defence mechanisms. Polyphenols

*Correspondence:
Phone: +213 666 466 220
E-Mail: lekharrar@yahoo.fr

are secondary metabolites of plant that are involved in
various physiologic phenomena®. They are known for
their antioxidant activity due to their hydroxyl groups
which give hydrogen to free radicals®’. In addition,
polyphenols possess anti-inflammatory properties by
modulating the inflammatory cascade®®. However, the
popularization of traditional herbal medicine poses
many problems, including the lack of sufficient
studies on therapeutic properties and toxicity to
provide sufficient guarantees as to their rational use.

Salix alba L. (Fam. Salicaceae) locally called
"Safsaf abyadh", and commonly, white willow,
grows mainly on wet soils in cold and temperate
regions®. Traditionally, it has been used as
antipyretic, analgesic and anti-inflammatory***2, The
effectiveness of this plant is mainly due to flavonoids,
tannins and other phenolic compounds including
salicin, a precursor of salicylic acid®®. Salix alba is
shown to recognized 5-HT1D receptors, targets of
triptans'®, leading to the hypothesis that it possesses
migraine prophylactic activity®™. White willow
contains certain metabolites such as salicin and
saliginin, which act as inhibitors of tumour by
inducing apoptosis, damaging DNA and by affecting
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cell membranes or denaturing proteins in some human
cancers®.

As part of the ethnobotanical survey of the
use of medicinal plants in three localities in
Setif region in Algeria, here, we have evaluated
the acute toxicity of Algerian Salix alba L.,
determined its chemical composition and elucidated
the antioxidant and anti-inflammatory properties
of the methanol and aqueous extracts of S. alba barks.

Materials and Methods

Ethnobotanical survey

Ethnobotanical survey was carried out according to
Fadil et al.l” with few modifications. The data
concerning the use of plants were collected from
herbalists, traditional healers and villagers in the
region of Setif in north-eastern of Algeria
through three survey sites, Setif city, Ain Oulmene
and Bougaa (Fig. 1). In this survey, 77 people
(50 men and 27 women) aged between 32 and 64
took part.

Collection of plant material

Salix alba was collected manually on march,
2017 from the region of Bougaa, Setif (northeast
of Algeria) and authenticated by Pr H. Laouer
(Ferhat Abbas University of Setif, Algeria).
A voucher specimen (003/DBEV/UFA/17) was
deposited at the Department of Vegetal Biology
and Ecology, University of Setif 1, Algeria.
The sample was dried in shade then grounded and
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Fig. 1 — Map showing the study area (Setif region)

the obtained powder was stored in the dark until the
extraction.

Preparation of extracts

Two processes of extraction were followed in this
work. In the first procedure, the dried powder of bark
part of Salix alba was extracted by methanol for
7 days then 5 days at 25°C*8. The excess methanol
was evaporated by the rotary evaporation at 45°C
until dryness to obtain Salix alba methanol extract
(SAME). In the second protocol, the powder was
extracted at a ratio of 1:10 (w/v) by decoction in
distilled water and filtered using a filter paper then
concentrated to dryness by allowing it to stand in an
oven at 40°C*,

Phytochemical analysis
Determination of polyphenols and flavonoids amounts

The total content of Phenolic in plant extracts was
determined with Folin-Ciocalteu spectrophotometric
method?’. A volume of 200 pL of each S. alba extract
(SAME, SAQE) was diluted and mixed with 1 mL of
Folin-ciocalteu reagent (1/10). After 4 min, 800 L of
Na,COs (7.5%) were added. After incubation for 2 hours
in the dark, the absorbance was measured at 765 nm.
Results were expressed as equivalent mg of gallic acid /
gram of plant extract. The concentration of flavonoids in
bark extract was estimated using AICIs reagent?’. The
plant extracts (1 mL) were added to the same volume of
a methanol solution containing 2% of AICls. The
mixture was vigorously shaken then incubated for 10
min at room temperature (25°C). Absorbance was read
at 430 nm and results were expressed as mg of
quercetine equivalent / g extract (mg QE/g).

Characterization of polyphenols by HPLC

Determinations of polyphenols compounds in
aqueous and methanol extracts were performed by
HPLC using an Agilent 1260 series?:. C18 column
(4.6 mm x 250 mm i.d., 5 mm) was used for the
separation of components. Mixture containing two
eluent systems: water (A) and 0.02% tri-floro-acetic
acid in acetonitrile (B) was used as a mobile phase at a
flow rate of 1.0 mL/min and the column temperature of
35°C. The elution gradient applied is as follows: 0 to
5min (80% A); 5-8 min (40% A); 8 to 12 min (50% A);
12-14 min (80% A) and 14-16 min (80% A). Eluted
samples and standards were detected at 280 nm.

Antioxidant capacity evaluation
DPPH scavenging assay

Radical scavenging activity of plant extracts
against stable DPPH" (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl
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hydrate) following Guemmaz et al.?2 protocol.
A volume of 50 pL of various dilutions (0-50 mg/mL)
from the extract was added to 1250 pL of DPPH
solution (0.004% in methanol) and the absorbance
was measured at 517 nm after 30 min of incubation in
the dark. Butylated hydroxytoluene (BHT) was used
as standard.

Determination of reducing power

The Fe®* reducing power of S. alba barks extract
was evaluated according to Hazra et al.%. A volume of
400 pL of the diluted extract in distilled water (for SAQE)
or methanol (for SAME) was mixed with 400 pL
phosphate buffer (0.2 M, pH6.6) and 1% of
potassium hexacyanoferrate in solution. After 20 min of
incubation at 50°C, 10% of TCA was added and the
mixture was centrifuged for 10 min at 3000 rpm.
The upper portion of the solution (400 yL) was mixed
with 400 pL of distilled water and 80 pL of FeCls
solution (0.1%) was added. The absorbance was read
at 700 nm.

Hydroxyl radical scavenging

The hydroxyl scavenging activity of S. alba extract
was determined by its ability to compete with
salicylic acid for hydroxyl radicals. Following
Ates et al.?*, the reaction mixture contained, in a last,
1 mL of FeSO, (1.5 mM), 0.7 mL of H,O;, (6 mM),
0.3 mL of sodium salicylate (20 mM) and 200 pL of
various concentrations of the extract. After incubation
for 1 h at 37°C, absorbance was measured at 562 nm.

Animals

The animals used in this study were Swiss albino
mice (20-30 g) and Wistar albino rats (150-200 g).
Animals were obtained from ‘Pasteur Institute of
Algeria’, Algiers. They were kept in the animal house
of the University under favourable conditions
(22°C+3°C, 12/12 h light/dark cycle), and have free
access to food and water. They were treated in
accordance to guidelines of the Organization for
Economic Cooperation and Development for
assessing the safety and efficacy of plants based
medicines® and to the Committee of the ‘Association
Algérienne des Sciences en Experimentation
Animale’ under law No. 88-08/1988.

Acute toxicity study

The study of acute oral toxicity of the extracts was
evaluated according to the OECD? guideline 425.
The test used five groups of 5 animals each: Gr. | as
control, Gr. Il & IlI received SAQE (S. alba bark
aqueous extract) (2000 and 5000 mg/Kkg, respectively);

and Gr. IV & V received SAME (S. alba bark
methanol extract) (2000 and 5000 mg/kg,
respectively). All the animals were deprived from
food twelve hours before the study and were kept
under close observation for 14 days. They were
weighed just before the administration of the extract
and then on days 7 and 14 after?.

Biochemical parameters

The blood samples were obtained in heparin tubes
from sacrificed animals and the serum was separated by
centrifuging at 3000 rpm for 15 min. The biochemical
tests are carried out to evaluate liver damage by
determining levels of creatinine, aspartate amino
transferase (ASAT) and alanine aminotransferase
(ALAT), using a semiautomatic Biochemistry Analyzer
(Bechman) with standard spectrophotometric diagnostic
kits (Spinreact, Spain)?,
Anti-inflammatory evaluation

Xylene-induced ear edema

In this study, anti-inflammatory effects were assessed
using the xylene-induced ear edema test described by
Mayouf et al.®, Animals were orally treated with two
doses of S. alba extract (250 and 500 mg/kg),
indomethacin (50 mg/kg) and distilled water. One hour
before the administration of 30 pL xylene to the
posterior surface of the right ear. Ear thicknesses were
measured using digital calliper two hours after the
application of xylene®. The difference of thickness
between the right and the left ear was determined and
the percentage of inhibition of ear edema was
calculated as following:

% inhibition of edema =100 x (Atc-Ats)/Atc
where Atc: difference of the ear thicknesses in the
positive control and Ats: difference of the ear
thicknesses in the sample (tested group)

Carrageenan induced paw edema in rats

Anti-inflammatory activity was also assessed using
carrageenan-induced paw edema assay according to
Buodonpri et al.®!. Rats were injected at the sub
plantar level with 100 pL of carrageenan suspension
(1% in saline) freshly prepared in the right hind paw.
Extract (250 and 500 mg/kg in 1 mL H,O) and
Diclofenac (20 mg/kg) or aqueous solution (vehicle
control) were orally administered 1h before
carrageenan injection. The thickness of the paws was
measured by digital calliper, before and after injection
of carrageenan at 1, 2, 3, 4 and 5 h). The reduction
percentage of edema was calculated as following:

% inhibition = 100 x (V- V)/Ve,
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Table 1 — Ethnobotanical survey of medicinal plants uses in anti-inflammatory remedies in Setif region

Family Species Plant Local Name Part Used Method of use
Capparaceae Capparis spinosa Kabbar The bark of the roots Infusion, Decoction®
Zygophyllaceae Peganum harmala Harmal Leaves, roots, stems Cataplasm’
Apiaceae Thapsia garganica Dryas Root and aerial part Poudre’
Urticaceae Urtica dioica Horayg Leaves Cataplam, infusion, decoction®
Equisetaceae Equisetum arvense Dhaylhisan Aerial part Infusion, Decoction®
Lamiaceae Thymus vulgaris Zaater Aerial part Decoction, tisane, fumigation, powder*
Zingiberaceae Zingiber officinale Zendjabil Rhizome Decoction, tisane®
Brassicaceae Lepidium sativum Habrchad Seeds Fresh dried?
Dioscoreaceae Tamus communis Karma souda Rhizome Cataplam?
Salicaceae Salix alba Safsaf abyadh  Bark Cataplam, infusion decoction, powder®
Malvaceae Malva sylvestris Khobiza Leaves, shoots, flowers, fruits  Infusion, decoction®
Myrtaceae Myrtus communis Rayhane leaves, Infusion, decoction, Cataplam?
Asteraceae Inule visqueuse Amagramane  Aerial part Tisane’
Moringaceae Moringa oleifera Mouringa Leaves Infusion, Decoction?

where V. is the paw thickness in the control group
and V. is the paw thickness in tested group

Statistical analysis
All results were expressed as means + SD (in vitro)
SUITS Were expressed as * SEIVI (IN VIVO) USIN
rﬁ) B Fﬁl’l m versmnn%e_.ag. Ana ys‘is of v&rlanc
(ANOVA) was used to test differences between groups.

Ditterences were considered significant at P <0.05.

Ethnobotanical survey of medicinal plants

The informants were asked about the application
patterns and the use of medicinal plants in the region
in the treatment of inflammations. Fourteen species in
14 families have been reported to treat inflammatory
diseases and associated symptoms (Table 1). The
most cited species are Capparis spinosa (9 citations),
Salix alba and Zingiber officinale (8 citations each).

Acute toxicity of extracts
Clinical signs

The first set of five mice receiving 2000 mg/kg
aqueous or methanol extract of Salix alba showed that
no mouse was killed. No evidence of toxicity was
observed during the 14 days observation period.
Therefore, the approximate acute lethal dose (LDso) of
S. alba bark extract in mice has been estimated at
more than 2000 mg/kg. The aqueous extract at the
dose of 5000 mg/kg showed no symptoms of toxicity
on the behavioural responses of the treated mice
observed for 14 days. However, mice given 5000
mg/kg methanol extract of Salix alba extract exhibited
changes in respiratory rate, coat characteristics and
mortality were observed during the experimental
period in groups mentioned above.

Effect on the body and organ weights
The body weight of mice treated with Salix alba
bark extract doses (2000 mg/kg and 5000 mg/kg) is

Table 2 — Effect of the extracts of Salix alba on body weight
Days Control SAQE 2 g/kkg SAQE 5 g/lkg SAME 2 g/kg
lday 27.8£0.665 26+0.634"™  28+0.896™ 28.4+0.511™
7 days 30.8+0.584 29.8+1.360™ 31.2+0.972" 28.8+1.598™

14 days 32.2+0.375 30.8+1.116™ 33.4+0.929"™ 30+1.143™

Table 3 — Effects of extract of Salix alba on organ weights
TTY™ O Cont. SAQE 2 g/kg SAQE 5 g/kg SAME 2 glkg
Heart 0.176+0.009 0.154+0.008™ 0.154+0.013"™ 0.164+0.016"
Lungs 0.256+0.018 0.216+0.02"™ 0.206+0.022" 0.212+0.010™
Liver 1.802+0.073 1.744+0.142" 1.436+0.045™ 1.782+0.208"
Kidney 0.458+0.037 0.462+0.046"™ 0.458+0.031" 0.444+0.029"
Spleen 0.226+0.014 0.186+0.015" 0.186+0.015™ 0.448+0.079"

presented on Table 2. Results revealed no significant

differences. Table 3 shows the relative organ weight

of the mice treated with the doses (2000 mg/kg and
5000 mg/kg) of Salix alba bark extract for 14 days. In
general, no significant difference was noticed in the
relative weight of organs.

Effect of extracts on biochemical parameters

Assessment of liver and kidney function is
essential to assess the possible toxic effects of extracts
and drugs®2.The effects of acute administration of
Salix alba on biochemical parameters are presented in
Fig. 2. No statistically significant difference in liver
function parameters such as creatinine, ASAT and
ALAT was observed.

Characterization of phytoconstituents
Total polyphenols and flavonoids contents

The quantitative determination of total polyphenols
and flavonoids in Salix alba bark extracts are shown in
Table 4. The content of total polyphenols in the extracts
was higher in the SAME (656.95+0.14 mg EGA/g E)
than in the SAQE (440.12+0.14 mg EGA/g E).

HPLC analysis
The chromatograms the Salix alba aqueous and
methanol extracts are presented in Fig. 3. The
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Fig. 2 — Biochemical parameters of control and mice treated with
Salix Alba measured during the acute toxicity. [Values are
expressed as mean + SEM (n = 5)]. ns: no significant]

Fig. 3 — HPLC chromatograms of Salix alba (A) aqueous; and
(B) methanol extracts

Table 4 — Yields of extraction and total polyphenols and
flavonoids contents of Salix alba methanol (SAME) and aqueous
(SAQE) extracts

Extracts Yield of Polyphenols (ug Flavonoids (ug
extraction (%) GAE/mg of extract) QE/mg extract)

SAME  40.03% 656.95 £ 0.14 16.07 £ 0.01

SAQE 8.76% 440.12 +0.14 21.16 £0.01

[GAE, gallic acid equivalent; QE, quercetin equivalent]

aqueous extract showed high concentrations of gallic
acid, syringic acid, and cinnamic acid and the
methanol extract was rich in chlorogenic acid,
catechin, methyl gallate, pyrocatechol, rutin, ferulic
acid, naringenin, taxifolin and kaempferol. It is
interesting to mention that coffeic acid, rutin, ellagic
acid, coumaric acid, vanillin, kaempferol were not
found in the aqueous extract, while, coffeic acid,
ellagic acid, coumaric acid and vanillin, were not
found in the methanol extract.

Concentrations of found components are given in
Table 5. HPLC analysis proved that several phenolic
compounds were found, although the concentrations
differ between the two extracts.

Table 5 — Phytoconstituents concentrations in aqueous (SAQE)
and methanol (SAME) extracts of Salix alba
Rt (min) Conc. (ua/q)

SAQE SAME
Gallic acid 3.302 7490.65 6465.33
Chlorogenic acid 4.094 5543.23 12367.34
Catechin 4.530 24313.09 36957.53
Methy| gallate 5.731 1291.05 1373.63
Syringic acid 6.580 3660.90 1205.61
Pyrocatechol 7.272 5163.03 5923.67
Rutin 7.564 0.00 7278.06
Ferulic acid 10.152 5306.63 5448.23
Naringenin 10.251 4917.95 8858.23
Taxifolin 12.472 2033.16 424494
Cinnamic acid 14.388 330.71 152.59
Kaempferol 14.755 0.00 1455.98

[Rt, retention time; Conc, concentration]

In vitro antioxidant activity
DPPH radical scavenging activity

The highest radical scavenging activity was
presented by SAME with ICso = 6.7£0.001 pg/mL,
followed by SAQE 15.2+0.003 pg/mL). The two
extracts are significantly more active than the BHT,
the standard compound which showed an ICsy of
87+0.003 pg/mL.

Reducing power

The two extracts exhibit high reducing power
with 1Cso of 6.51 pg/mL for SAQE and 30.6 pg/mL for
SAME, compared to BHT (ICso = 14.84+0.4 pg/mL).
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Fig.4 — Effects of Salix alba aqueous extract (SAQE: 250 and
500 mg/kg) and methanol extract (SAME: 250 and 500 mg/kg) on
xylene induced auricular edema in mice after 2 h. [Values are
means + SEM (n = 6). Ind: Indomethacin (50 mg/kg). Ns,
not significant; ***P <0.001 compared to indomethacin]

Hydroxyl radical scavenging

The elimination of OH" is vital for the living
systems®. The SAQE exhibited the highest OH"
scavenging effect. 1Cso values of SAQE, SAME were
60+0.01 pg/mL and 386+0.03 pg/mL, respectively.
The hydroxyl radical removal activity of the SAQE
extract was greater than the ascorbic acid (standard)
with 1Cso = 101.43+0.01 pg/mL.

Acute anti-inflammatory activity
Effects on xylene-induced ear edema

Xylene-induced edema is an acute experimental
inflammatory model, that frequently evaluate the anti-
inflammatory effects of natural products and has a
good predictive value in anti-inflammatory
screening®. The activity of S. alba extracts on xylene-
induced ear edema is shown in Fig. 4. Treatment of
mice with doses of 250 and 500 mg/kg of aqueous
extract reduced the swelling by 39.06 and 67.18%,
respectively. On the other hand, when the activity of
methanol extract was analyzed, we observed that the
dose of 250 mg/kg reduced ear edema by 32.4%,
while the dose of 500 mg/kg showed a reduction of
57.81%. These results demonstrate that the effect of
aqueous extracts is similar to that of indomethacin
(50 mg/Kg) inhibited the edema by 66.24 %.

Carrageenan induced paw edema inhibition

Subplantar injection of carrageenan in rat resulted
in a time dependent increase in paw thickness from 1
h to 5 h after carrageenan administration in the control
group. The effect of methanol and aqueous extracts of
S. alba on carrageenan-induced edema was shown
in Fig. 5. A group of doses of SAQE and SAME
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Fig. 5 — Effect of various doses of Salix alba (A) aqueous
extract (SAQE); and (B) methanol extract (SAME) on
carrageenan induced edema in Wistar rats. [Results are expressed
as mean + SEM (n=6). Ns, no significant; ***P <0.001 compared
to positive control]

(250 and 500 mg/kg) gave a significant reduction in
paw edema induced by carrageenan with time at 4 and
5 h (P <0.001). Oral administration of Diclofenac
(20 mg/kg) showed a clear inhibition of the inflammatory
response in rats compared to the control (P <0.001).

Discussion

The ethnobotanical survey showed the use of
several plants to treat inflammatory diseases in
Algeria. Species use depends on the region surveyed.
In fact, Mayouf et al.?® showed that Salicaseae fimily
is represented in the region of Tebessa (northeast of
Algeria) by Populus nigra rather than Salix alba.
According to Karbab et al.?® this family is not
represented in the mountainous region of Djebel
Zdimm (north of Setif). This could be due to the
absence of Salix alba in this region.

The content of polyphenols in Salix alba
extracts as observed in the present study is higher than
that of Pigtczak et al.*. Further, Pop et al.*® found that
Salix alba extract was rich in eriodictiol, isorhamnetin
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and Na-salicilate. The phenolic compounds found by
Maistro et al.*” were salicylic acid, salicin,
salidroside, saligenin, tremulodin, salicoylsalicin,
salicortin and tremulacin. Although other flavonoids
were not identified in the current study. This may be
due to the different method used for extraction and
identification of compounds®. In addition, the
difference between the previously reported results and
the current findings may be due to the effect of the
growing environment that would affect the chemical
composition of the extracts®,

Antioxidant compounds are generally in the
phenolic form*. The methanol and aqueous extracts
of S. alba barks showed high DPPH scavenger effect
even at low concentrations. Polyphenols are abundant
in our extracts. It is presumed that phenolic
compounds can act in the same way as reductones by
giving electrons and reacting with free radicals to
convert them into more stable products and
terminating the free radical chain reaction®!. The
aqueous extract of bark had a reducing power effect
greater than the methanol extract. The SAQE has a
significant reducing power; it probably has various
mechanisms such as the prevention of the initiation of
the chain, the decomposition of peroxides, the
capacity of reduction and the radical scavenging. The
power reduction test measures the ability of an
antioxidant to donate electrons*.

The reduction of hydroxyl radicals may be due to
the presence of phenolic compounds capable of giving
hydrogen in the extracts. Scavenging of hydroxyl
radical is an important antioxidant activity because of
the very high reactivity of OH radical, responsible for
lipid peroxidation and considerable biological
damage®®. Salix alba bark aqueous removed the
hydroxyl radicals and prevented their reaction
better than standard ascorbic acid. The ICso of the
S. alba extracts was higher than that found by
Gligoric et al.*.

The results of anti-inflammatory activity clearly
showed that S. alba extracts possessed significant
antiphlogistic action against edema induced xylene.
Our results are comparable to those found by
Zhao et al.®®. In Carrageenan-induced paw edema,
which is a time-dependent biphasic inflammatory
reaction, various inflammatory mediators participate
in its development*. The first phase of inflammation
(0-1 h) is attributed to the release of histamine,
serotonin and bradykinin, and their action on vascular

permeability?’. The later phase 1-5 h) is due to the
over production of prostaglandin and oxygen-derived
free radicals in tissues®®. In this study, extracts of
S. alba barks exerted a significant inhibitory effect on
the development of rat paw edema in the last phase i.e
after 3 hours of carrageenan injection. Khayyal et al.*
found that, the aqueous extract of Salix alba bark was
at least as effective as acetyl salicylic acid (ASA) in
reducing inflammatory exudates, inhibiting leukocytic
infiltration, preventing the rise in cytokines and
suppressing prostaglandins. They also found that this
extract was more effective than ASA in suppressing
leukotrienes.

Finally, extracts from Salix alba barks are
important antioxidants and anti-inflammatory effects
and are safe to use because they have no toxic effects
on behaviour, corporal weight and organ relative
weights of animals administered by relatively high
doses of these extracts (more than 2 g/kg). This
extract is therefore relatively non toxic or having low
toxicity?.

Conclusion

Both, the aqueous and methanol extracts of the
white willow Salix alba barks have been shown to
contain considerable quantity of polyphenols and
flavonoids. The study of acute toxicity that these
extracts have demonstrated their safety. Furthermore,
these extracts exhibit high in vitro antioxidant
potentials. In vivo experiments showed that S. Alba
possesses an anti-inflammatory property even in
xylene-induced ear edema or carrageenan-induced
pow edema. These findings substantiate the traditional
use of Salix alba.

Conflict of Interest
Authors declare no competing interests.

References

1 Pandey SD, Joshi A, Mishra S, Sairam K & Hemalatha S,
Antinociceptive, anti-inflammatory and antiarthritic activity
of ethanol root extract and fraction of Aganosma dichotoma
(Roth) K. Indian Journal of Experimental Biology,
56 (2018) 646.

2 Guzik TJ, Korbut R & Adamek-Guzik T, Nitric oxide and
superoxide in inflammation and immune regulation.
J Physiol Pharmacol, 54 (2003) 469.

3 Alam MN, Bristi NJ & Rafiquzzaman M, Review on in vivo
and in vitro methods evaluation of antioxidant activity.
Saudi Pharm J, 21 (2013) 143.

4 Bouguemra S, Ouafi S, Bouguedoura N & Chabane D,
Enhancing bioactive potential by growth regulators in callus



10

11

12

13

14

15

16

17

18

ROUMILI etal.: ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF SALIX ALBA ON RATS

of Mentha longifolia L. leaves for anti-inflammatory and
analgesic activities. Indian Journal of Experimental Biology,
58 (2020) 122.

Nauman M, Kale RK, Dhruve P & Singh RP, Determination
of antioxidant potential of Salix aegyptiaca L. through
biochemical analysis. Indian Journal of Experimental
Biology, 58 (2020) 198.

George VC, Vijesh VV, Amararathn DIM, Lakshmi CA,
Anbarasu K, Kumar DRN, Ethiraj KR, Kumar RA &
Rupasinghe HPV, Mechanisms of action of flavonoids in
prevention of inflammation associated skin cancer. Curr
Med Chem, 23 (2016) 3697.

Paravataneni & Pedireddi M, Phytochemical analysis and
antimicrobial evaluation of chloroform extract of stem and
roots of Scoparia dulcis L. Indian Journal of Experimental
Biology, 57 (2019) 206.

Ambriz-Pérez DL, Leyva-Lopez N, Gutierrez-Grijalva EP
& Heredia JB, Phenolic compounds: Natural alternative in
inflammation treatment. A Review. Cogent Food Agric,
2 (2016) 1.

Aggarwal BB, Prasad S, Reuter S, Kannappan R,Yadev VR,
Park B, Kim JH, Gupta SC, Phromnoi K, Sundaram C,
Prasad S, Chaturvedi MM & Sung B, Identification of novel
antiinflammatory agents from ayurvedic medicine for
prevention of chronic diseases: “reverse pharmacology” and
“bedside to bench” approach. Curr Drug Targets, 12 (2011)
15095.

Klasnja B, Kopitovic S & Orlovic S, Wood and bark of
some poplar and willow clones as fuelwood. Biomass
Bioenergy, 23 (2002) 427.

Le NPK, Herz C, Gomes JVD, Forster N, Antoniadou K,
Mittermeier-KleRinger VK, Mewis |, Dawid C, Ulrichs C &
Lamy E, Comparative anti-inflammatory effects of Salix
cortex extracts and acetylsalicylic acid in SARS-COV-2
peptide and LPS-activated human In vitro systems. Int J
Mol Sci, 22 (2021) 6766

Islam NU, Jalil K, Shahid M, Rauf A, Muhammad N,
Khan J, Shah MR & Khan MA, Green synthesis and
biological activities of gold nanoparticles functionalized
with Salix alba. Arabian J Chem, 12 (2019) 2914.
Harbourne N, Marete E, Jacquier JC & O’Riordan D.
Effect of drying methods on the phenolic constituents of
meadowsweet  (Filipendula ulmaria) and  willow
(Salix alba). LWT-Food Sci Technol, 42 (2009) 1468.

Negro A, Koverech A & Martelletti P, Serotonin receptor
agonists in the acute treatment of migraine: a review on
their therapeutic potential. J Pain Res, 11 (2018) 515.
Anonymous, Assessment report on Salix [various species
including S. purpurea L, S. daphnoides Vill, S. fragilis L.],
cortex. EMA/HMPC/80628/2016. (Committee on Herbal
Medicinal ~ Products, European Medicines Agency,
Amsterdam, Netherlands), 2017, 1-55.

El-Shemy HA, Aboul-Enein AM, Aboul-Enein KM &
Fujita K, Willow leaves' extracts contain anti-tumor agents
effective against three cell types. PLoS ONE, 2 (2007) e178.
Fadil M, Farah A, Haloui T & Rachiq S, Ethnobotanical
survey of plants operated by cooperatives and associations
of the Meknes-Tafilalet aera in Morocco. Phytothérapie,
13 (2014) 19.

Arrar L, Benzidane N, Krache I, Charef N, Khennouf S &
Baghiani A, Comparison between polyphenol contents and

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

849

antioxidant activities of different parts of Capparis spinosa L.
Pharm Commun, 3 (2013) 70.

Ferreira A, Proenc C, Serralheiro MLM & Araujo MEM,
The in vitro screening for acetylcholinesterase inhibition
and antioxidant activity of medicinal plants from Portugal.
J Ethnopharmacol, 108 (2006) 31.

Li HB, Cheng KW, Wong CC, Fan KW, Chen F & Jiang Y,
Evaluation of antioxidant capacity and total phenolic
content of different fractions of selected microalgae. Food
Chem, 102 (2007) 771.

Faraz I, Ali A, Hag FUI, Tchamgoue J, Kouam SF,
Miana GA & Musharraf SG, Sensitive Determination of
C-Alkylated Flavonoids by HPLC-ESI-MS/MS Using
Multiple Reaction Monitoring Approach: Pseudarthria
hookeri as a Case Study, J Chromatogr Sci, 57 (2019) 944.
Guemmaz T, Zerargui F, Boumerfeg S, Arrar L,
Aouachria S, Khennouf S, Charef N & Baghiani A,
Anti-hemolytic, Anti-lipid Peroxidation, Antioxidant
Properties and Acute Toxicity of Xanthium strumarium
Leaves Extracts. Annu Res Rev Biol, 24 (2018) 1.

Hazra B, Biswas S & Mandal N, Antioxidant and free
radical scavenging activity of Spondias pinnata. BMC
Complementary and Alternat Med, 8 (2008) 1.

Ates B, Abraham L & Ercal N, Antioxidant and free radical
scavenging properties of N-acetyl cysteineamide (NACA)
and comparison with N-acetylcysteine (NAC). Free Rad
Res, 42 (2008) 372.

OECD [Organisation for Economic Co-operation and
Development]. Guideline for testing of chemicals. Acute
Oral Toxicity. Acute Toxic Class Method, 423, Paris (2001).
OECD, Guidelines for Testing of Chemicals/Section 4:
Health Effects Test. 425: Acute Oral Toxicity: Up and
Down Procedure, (Organization for Economic Co-operation
and Development Publishing, Paris), 2008.

Aouachria S, Boumerfeg S, Benslama A, Benbacha F,
Guemmez T, Khennouf S, Arrar L & Baghiani A, Acute,
sub-acute toxicity and antioxidant activities (in vitro and
in vivo) of Reichardia picroide crude extract.
J Ethnopharmacol, 208 (2017) 105.

Karbab A, Mokhnache K, Ouhida S, Charef N, Djabi F,
Arrar L & Mubarak MS, Anti-inflammatory, analgesic
activity, and toxicity of Pituranthos scoparius stem extract:
An ethnopharmacological study in rat and mouse models.
J Ethnopharmacol, 258 (2020) 112936.

Mayouf N, Charef N, Saoudi S, Baghiani A, Khennouf S
& Arrar L, Antioxidant and anti-inflammatory effect
of  Asphodelus  microcarpus  methanol  extracts.
J Ethnopharmacol, 239 (2019) 111914.

Hosseinzadeh H, Ramezani M, Fadishei M & Mahmoudi M,
Antinociceptive, anti-inflammatory and acute toxicity
effects of Zhumeria majdae extracts in mice and rats.
Phytomedicine, 9 (2002) 135.

Buodonpri W, Wichitnithad W, Rojsitthisak P & Towiwat P,
Synthetic curcumin inhibits carrageenan-induced paw
edema in rats, Journal of Health Research, 23 (2009) 11.
Rahman MF, Siddiqui MK & Jamil K, Effects of vepacide
(Azadirachta indica) on aspartate and alanine
aminotransferase profile in a subchronic study with rats.
Human Exp Toxicol, 20 (2001) 243.

Yen GC & Chen HY. Antioxidant activity of various tea
extracts in relation to their antimutagenicity. J Agric Food
Chem, 43 (1995) 27.



850

34

35

36

37

38

39

40

INDIAN J EXP BIOL, NOVEMBER 2022

Parveen Z, Deng Y, Saeed MK, Dai R, Ahamad W & Yu
YH, Anti-inflammatory and analgesic activities of Theseus
chinese Turcz extracts and its major flavonoids,
kaempferol and kaempferol-3-O-glucoside. Yakugaku
Zasshi, 127 (2007) 1275.

Piatczak E, Dybowska M, Pluciennik E, Kosla K, Kolniak-
Ostek J & Kalinowska-Lis U, Identification and
Accumulation of Phenolic Compounds in the Leaves and
Bark of Salix alba (L.) and Their Biological Potential.
Biomolecules, 10 (2020) 1391.

Pop C, Vodnar D, Ranga F & Socaciu C, Comparative
Antibacterial Activity of Different Plant Extracts in
Relation to their Bioactive Molecules, as Determined by
LC-MS Analysis. Bull UASVM Anim Sci Biotechnol, 70
(2013) 86.

Maistro EL, Terrazzas PM, Perazzo FF, Gaivao I0M,
Sawaya ACHF & Rosa PCP, Salix alba (white willow)
medicinal plant presents genotoxic effects in human
cultured leukocytes. J Toxicol Environ Health A, 82 (23-
24) (2020) 1.

Tyskiewicz K, Konkol M, Kowalski R, R6j E, Warminski
K, Krzyzaniak M, Gil M & Stolarski MJ, Characterization
of bioactive compounds in the biomass of black locust,
poplar and willow. Trees, 33 (2019) 1235.

Abdel-Wahhab MA, EI-Nekeety AA, Hassan NS, Gibriel
AAY & Abdel-Wahhab KG, Encapsulation of cinnamon
essential oil in whey protein enhances the protective effect
against single or combined sub-chronic toxicity of
fumonisin B1 and/ or aflatoxin B1 in rats. Environ Sci Poll
Res, 25 (2018) 29144.

Aksoy L, Kolay E, Agilonii Y, Aslan Z & Kargioglu M,
Free radical scavenging activity, total phenolic content,
total antioxidant status, and total oxidant status of endemic
Thermopsis turcica. Saudi Biol Sci, 20 (2013) 235.

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Ramalakshmi K, Kubra IR & Rao LJM, Antioxidant
potential of low-grade coffee beans. Food Res Int, 41 (2008)
96.

2 Sowndhararajan K & Kang SC, Free radical scavenging
activity from different extracts of leaves of Bauhinia vahlii
Wight & Arn. Saudi J Biol Sci, 20 (2013) 319.

3Wang H, Gao XD, Zhou GC, Cai L & Yao WB, In vitro
and in vivo antioxidant activity of aqueous extract from
Choerospondia saxillaris fruit. Food Chem, 106 (2008) 888.

4 Gligoric E, Igic R, Suvajdzic L & Grujic-Letic N, Species
of the Genus Salix L.. Biochemical Screening and
Molecular Docking Approach to Potential
Acetylcholinesterase Inhibitors. Appl Sci, 9-1842 (2019) 1.

5Zhao J, Maitituersun A, Li C, Li Q, Xu F& Liu T,
Evaluation on Analgesic and Anti-inflammatory Activities
of Total Flavonoids from Juniperus Sabina. Evid Based
Complement Alternat Med, 2018 (2018) 1.

6 Chavan MJ, Wakte PS & Shinde DB, Analgesic and anti-
inflammatory activity of Caryophyllene oxide from Annona
squamosa L. bark. Phytomedicine, 17 (2010) 149.

7 Sadeghi H, Hajhashemi V, Minaiyan M, Movahedian A &
Talebi A, Further studies on anti-inflammatory activity of
maprotiline in carrageenan-induced paw edema in rat. Int
Immunopharmacol, 15 (2013) 505.

8Vircheva S, Nenkova G, Georgieva A, Alexandrova A,
Tzvetanova E, Mateeva P, Zamfirova R & Kirkova M,
Effects of desipramine on the antioxidant status in rat tissues
at carrageenan-induced paw inflammation. Cell Biochem
Funct, 30 (2011) 18.

9Khayyal MT, El-Ghazaly MA, Abdallah DM, Okpanyi
SN, Kelber O & Weiser D, Mechanisms Involved in the
Antiinflammatory Effect of a Standardized Willow Bark
Extract. Arzneimittel-Forschung, 55 (2005) 677



uadla

Loans il Auahall 028 maanai w3 ¢l 13g] L adlall Lagaailiadl nill Gilal) 3 85 Equisetum arvense s Salix alba s axsies
Ay i deliall dadaially Gy sansSU claliadd) Lgilalis Al ol oaled  (QE)sWlly (ME) ddgilind)l cilealitiul)
OaablEIb Gamall Gl ladl e IS ey Al g3l Al aual) 8 deliall dddaially iblaU saliadl) eyl
5 SAQE 5 SAME clalaiall i (Xylen-Induced Ear Edema : XIEE) OOSIb g aallg (Carrageenan-Induced Paw Edema : CIPE)
SAQE s SAME Clealiiouall cunsi LS .CIPE 3 38/ 500 deyns dadll 1iliaa JaS Bl cilels 6 2o cilacl EAQE 5 EAME
Aadlad) Cpglal ()all ol 8 calleysill e palill Jealeall gl b LXIEE J 5aS Ll 3 (45/4 5005 250) EAQE s EAME 5
G delidl Slea e Tl Adgliall cilalited) Lah a2 L2830 HaS e cilaliiid) e 35 [ae 500 5 250 o dsadl
ehaal) ol GliS Aanlys dxiaall Ll 3 sabiadll alua) Y S elie Juind 13 (5l8 45/50 500 i 250 o dallall Pla
Ll salias aladiadl 3yia pailad Salix alba_g Equisetum arvense J dalgilially dilall cilaliill ek pladl 3 Lagall
Gl s 2l olall pdgl sadil) AasiuY) Al e pes Ldeliall Bises Jealid) ClglV s3liass 52,8 saliass

Ao lia) ey Clal) Vs 8 adlal) alaanad Whes Lldd i o (Sag duiasal

Equisetum arvense « Slix alba « e liall sl 32y Eilalias callgly) Cilalias 1dalidall cilalst)

Résumé

Salix alba (SA) et Equisetum arvense (EA) sont deux plantes largement utilisées en médecine populaire pour
leurs propriétés thérapeutiques. A cet effet, notre thématique de recherche a pour objectifs d’établir le profil
toxicologique, d’évaluer I’effet antioxydant, et des effets anti-inflammatoire et immunomodulateur in-vivo des
extraits méthanoliques (ME) et aqueux (QE) des deux plantes. Les deux tests d’inflammation induite, par le
carraghénane (Carrageenan-Induced Paw Edema : CIPE) et par le xyléne (Xylen-Induced Ear Edema : XIEE) ont
montré que les extraits SAME, SAQE, EAME et EAQE ont produit un effet antioedématogéne significatif avec
la dose de 500 mg / kg pour le CIPE. Les extraits SAME, SAQE, EAME et EAQE ont montré une inhibition
significative pour le XIEE. Dans ’arthrite induite par la formaline chez les rats, le traitement par voie orale par
250 ou 500 mg/kg, a révélé une inhibition significative du gonflement des pattes. Le traitement des souris
immunisées par les globules rouges de mouton par les extraits a des doses de 250 ou 500 mg/kg a conduit & une
stimulation immunitaire significative de la production d'anticorps. En conclusion, les extraits aqueux et
méthanoliques d’Equisetum arvense et de Salix alba possedent des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes, antiarthritiques et immunostimulatrices intéressantes. Cette étude soutient ['utilisation
traditionnelle de cette plante pour traiter certaines maladies et pourrait constituer une base pharmacologique pour
son utilisation thérapeutique dans les cas d’inflammation et d’immunodéficiences.

Mots clés : Anti-inflammatoires, Antioxydants, Immunomodulation, Salix alba, Equisetum arvense.

Abstract

Salix alba (SA) and Equisetum arvense (EA) are two plants widely used in folk medicine for their therapeutic
properties. To this end, our research theme aims to establish the toxicological profile, to evaluate the antioxidant
potential, and the anti-inflammatory and immunomodulatory effects in vivo of the methanolic (ME) and aqueous
(QE) extracts of the two plants. The anti-inflammatory and immunomodulatory effects have been studied in vivo
in animal models. The two induced inflammation tests, by Carrageenan (Carrageenan-Induced Paw Edema:
CIPE) and by xylene (Xylen-Induced Ear Edema: XIEE) showed that the SAME, SAQE, EAME and EAQE
extracts produced a significant anti-edematogenous effect with the 500 mg/kg dose for CIPE after 6 h. SAME,
SAQE, EAME and EAQE extracts (250 and 500 mg/kg) showed significant inhibition for XIEE. In formalin-
induced arthritis in rats, oral treatment with 250 or 500 mg/kg showed significant inhibition of paw swelling.
The treatment of mice immunized with sheep red blood cells with the extracts at doses of 250 or 500 mg/kg led
to significant immune stimulation of antibody production. In conclusion, the aqueous and methanolic extracts of
Equisetum arvense and Salix alba have interesting anti-inflammatory, antioxidant, antiarthritic and
immunostimulatory properties. This study supports the traditional use of this plant to treat certain diseases and
could constitute a pharmacological basis for its therapeutic use in cases of inflammation and
immunodeficiencies.

Keywords: Anti-inflammatoy, Antioxidant, Immunomodulation, Salix alba, Equisetum arvense.




