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Résumé .

Résumé

La présente étude vise & évaluer I’activité antioxydant et anti-inflammatoire de
I’extrait de Retama retam .L’activité antioxydant est évaluée par test du piégeage du radical
DPPH. Selon les résultats, ’extrait éthanolique de Retama retam présente un bon effet
antioxydant vis-a-vis de ce radical.L’activitéanti-inflammatoire de cette plante a été
exploréepar deux méthodes :la méthode de stabilisation des membranes des globules rouges
HRBCet le test d’inhibition de la dénaturation des protéines.Les résultats obtenus montrent
que I’extrait éthanolique de Retama retam affiché un effet de la stabilité des membranes des
globules rouges de 79% ,En outre, cet extrait exerce un pouvoir inhibiteur de la dénaturation
des protéines de 34%. A partir de ces résultats, on déduit que Retama retam a un bon potentiel

anti-inflammatoire.

Mots clés: Retama retam, Effet antioxydant, effet anti-inflammatoire, dénaturation des
proteines, DPPH.



ABSTRACT

The present study aims to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity of Retama
retam extract. The antioxidant activity is evaluated by DPPH radical scavenging test. According
to the results, the ethanolic extract of Retama retam exhibits a good antioxidant effect against
this radical. The anti-inflammatory activity of this plant has been explored by two methods: the
HRBC red blood cell membrane stabilization method and the protein denaturation inhibition test.
The results obtained show that the ethanolic extract of Retama retam displayed an effect of the
stability of the membranes of red blood cells of 79%. In addition, this extract exerts an inhibitory
power of protein denaturation of 34%. From these results, it is deduced that Retama retam has

good anti-inflammatory potential.

Keywords: Retama retam, Antioxidant effect, anti-inflammatory effect, protein denaturation,

DPPH.
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Introduction

Introduction

Depuis des lustres, voire des millénaires, I'homme a recours aux plantes pour soigner ses
maux, apaiser ses angoisses et panser ses blessures. Malgré le développement de la
pharmacologie, l'utilisation thérapeutique des plantes médicinales est encore largement
pratiquée, notamment dans les pays sous-développés. En effet, 80.000 des quelque 500.000
especes végeétales ont des vertus thérapeutiques.

Le nombre d'espéces végétales en Algérie est estimé a environ 3000, dont 15% sont
endémiques et appartiennent a différentes familles botaniques. Le potentiel floristique, qui
présente un intérét biologique, a incité les chercheurs a étudier ces ressources tant sur le plan
phytochimique que pharmaceutique. La plante possede des qualités pharmacologiques
exceptionnelles en raison de la quantité de principes actifs, ce qui pourrait expliquer ses
nombreux usages medicinaux et son utilisation en médecine traditionnelle.

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre l'activité de I'oxygene réactif et la capacité
du systeme biologique a détoxifier rapidement les intermédiaires réactifs ou a réparer les
dommages qui résultent de cette action. La génération de radicaux libres augmente, les
défenses antioxydants deviennent moins actives, ou les deux, sont les causes du stress
oxydatif (CHENINI., 2022).

L’inflammation est un processus normal dans I’organisme humain et animal, elle agit pour
éliminer les infections et favoriser la cicatrisation des plaies (Liu et al., 2019). Il s'agit d'un
systéme sophistiqgué qui implique une série d'événements successifs dans le tissu afin

d'éliminer la source primaire du dommage cellulaire. (Dos Reis Nunes et al., 2020).

L’Algérie possede un patrimoine végétale important regroupant des plantes aromatiques, et
médicinales qui sont utilisées dans le traitement des nombreuses pathologies (Amar et al.,
2010).

RetamRetamaest un arbuste caractérisé par une distribution géographique tres diversifiée,
possédant a la fois des intéréts pharmacologiques et écologiques. En effet R.retam est une

plante connue par ses vertus thérapeutiques.

Le genre Retama appartient a la tribu des Genistae de la famille des Fabaceae et comprend
quatre espéces réparties dans le bassin méditerranéen, en Afrique du Nord et dans les iles

Canaries. Retama Retam (Forssk.) est une plante spontanée commune dans le nord et l'est de
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la Méditerranée. Des études pharmacologiques précédentes sur la plante ont révélé ses
diverses propriétés médicinales : antibactériennes, antifongique, antihypertenseur,
antioxydant, antiviral, diurétique, hypoglycémique, hépato protecteur, néphroprotecteur et

cytotoxique (Djeddi et al ; 2013)

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail consiste a évaluer les activités anti-oxydante et

anti-inflammatoire de 1’extrait de la partie aérienne de Retama Retam.
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CHAPITRE I : Généralités sur Rétama retam

I.1.Définition des plantes médicinales

Dans le code de la santé publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante
medicinale au sens juridique, mais en France "une plante" est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite & la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinale. C'est-a-dire qu'elles
sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines
ou animales (Ghabrier, 2010).

D’apres la Xeme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie possede
des propriétés medicamenteuses (Debuigne, 1974). Ces plantes médicinales peuvent

également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Sanago, 2006).

D'autre part, il s'agit des plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisees a
des fins thérapeutiques ou qui sont précurseurs dans la synthése de drogues utile
(Abayomi,2010). Leur action provient de leur composés chimiques (métabolisme secondaire)

ou de la entre des différents composés présentes (Sanago, 2006).

L'expression "drogues brutes d'origine naturelle ou biologique” est utilisee par les
pharmaciens ou les pharmacologues pour désigner les plantes ou parties de plantes qui ont des

propriétés médicinales (Abayomi, 2010).

1.2. Définition de la phytothérapie

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques:
phuton qui signifie "plante” et thérapie qui signifie "traitement™ (Gayet, 2013).
La phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par l'usage des plantes. A la
différence de la médecine classique, en phytothérapie, il est recommandé d'utiliser la plane

entiere, appelée aussi "Totum" plutdt que des extraits obtenus en laboratoire (Vigan, 2012).

1.3. Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Depuis 150 ans, la pharmacie regoit des médicaments d'une efficacité exceptionnelle
a base de plantes médicinales. De nombreuses études dans le domaine de
I'ethnopharmacologie démontrent aujourd'hui que les plantes examinées pour une utilisation
en médecine traditionnelle sont fréquemment des plantes utiles dans des modeéles

pharmacologiques en plus d'étre quasiment non toxiques (Gurib-Fakimm,2006).

3
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Aujourd'hui, les décoctions, les infusions, les macérations et les cataplasmes sont encore
utilisés pour traiter de nombreuses conditions médicales. Cependant, la majorité d'entre eux
ont été remplacés par des produits pharmaceutiques artificiels. Mais avec les informations
d'aujourd'hui, il est possible d'examiner ces herbes et de faire l'action conseillée par nos
ancétres (Bourrel, 1993).

a. Décoction

Apres 24 heures de trempage & température ambiante, porter a ébullition et laisser mijoter
environ 30 minutes. Laisser reposer la préparation 12 heures puis filtrer (Delwiche, 2008).

b. Infusion

Mise en contact de la plante avec de I’eau bouillante pendant plusieurs minutes

(Beloued, 2009). Elle se pratique pour les feuilles, les fleurs, les petites graines...etc. En
créole, on entend souvent les termes de « féfusé » ou « met” afugé » (Julie, 2011).

c. Macération

Consiste a faire tremper les plantes dans de I'eau froide pendant plusieurs heures. Quant aux
quantités, il faut prévoir une cuillere a café de plantes pour une tasse d'eau, une cuillere a
soupe pour un bol, et trois cuilleres a soupe pour un litre. Les plantes peuvent également
macerer dans de l'alcool, de la glycérine ou un autre solvant (Anne et Nogaret, 2003).

d. Cataplasmes

Préparation de plante en pate pouvant étre appliquée sur la peau dans un but thérapeutique.
On peut également utiliser des bandes ou des compresses imbibées de préparation a base de
plantes sur la peau (Julie, 2011).

L'ethnopharmacologie et I'ethnobotanique ont pour but de comprendre les pratiques et les
représentations relatives a la santé, a la maladie, ainsi que la description et I'¢valuation
thérapeutique des plantes utilisées dans les pharmacopées traditionnelles.

L’usage empirique des différentes préparations traditionnelles plantes est donc extrémement
important pour une sélection efficace de plantes puisque la plupart des métabolites
secondaires de plantes employées en médecine moderne ont été découverts par I’intermédiaire

d’investigations ethnobotaniques (Gurib-Fakimm, 2006).

1.4. Les Retame

Les Légumineuses du genre Retama, comptant quatre espéeces (R. monosperma (L.)
Boiss., R. ratama (Forssk.) Webb, R. sphaerocarpa (L.) Boiss. et R. dasycarpa (Cosson.). Ce
sont des plantes pérennes arbustives appartenant a la sous-famille des Papilionideae et a la

tribu des Genisteae et sont largement distribués dans le Nord de I’Afrique, dans les iles

4
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Canaries, dans le Sud de I’Europe et dans I’Est de I’Asie (Zohary, 1959). Ces especes
présentent beaucoup de difficultés taxonomiques, elles ont été souvent attribuées a la tribu des
Genisteae(Polhill, 1994; Lopez et al., 1998). Elles ont été classées dans différents genre;
Spartium L., dans Genisteae Forssk. et enfin dans Retama Boiss.

| .4.1. Description générale du genre Retama

Le genre Retama est un genre d’espéces représenté par des arbustes ou arbrisseaux
de un a quatre metres de longs rameaux «joncailles» dépourvus ou avec peu de feuilles
(xéromorphes) dans le but de s’adapter au milieu désertique ou I’eau est rare. La chlorophylle
se trouve dans I’écorce des rameaux qu’ils sont donc verts et remplacent les feuilles dans le
phénomeéne d’assimilation chlorophyllienne. Les stomates sont rares et sont confinés dans des
cryptes revétues entourées de poils ou I’air y est toujours humide et I’évaporation est
fortement réduite. Les tiges sont rigides, leurs parois externes sont épaisses et I’épiderme est
recouvert d’une épaisse cuticule (Evanariet al., 1971 et Shallabyet al., 1972). Les fleurs sont

en grappe de couleur blanche ou jaune selon les especes (Shallabyet al., 1972) .
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Gene

Sols-genres

———

Especes

SOUS-E5DECEs

Retema
Raetam Sphaeropaton | | Refamopsis
Webb (1843) | | Webb (1843) | |Cosali(1900)
/ \ ! !
Rraetam. (Forsk.)| | Rmonosperma | |R. sphaerocarpa | R dasyearpa
Webb L Boiss LBoiss Cossan

Y

el-monosperma. Maie.
Bove (Spach) Maite

|

Y

Vatietés

-var. vigidula f. phaocalyy
(Webb) Maire

Var vigidula f pallens
(Chevalier) Boiss,

-var. diriaes (Spach)

¥ fmidica (More)

3 fpanifora (Web),

Lyar. hypica (Maire)
v Webbi (Spach) Maire
5 fmesmitha
¥ fmicrantha (Maire
. var. oransis (Mae)
var:hipponensis Webb) Manre

-1ar. eusphaerocarpa (Maie)
-var. aflanfica (Ponel)

Figurel: Classification du genre Retama selon Maire (1952-1987).
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|.5.Retama retam
| .5.1. Définition

Les rétames sont des Légumineuses arbustives, occupant les zones arides, semi-
arides et cotiéres, qualifiées de plantes fixatrices de dunes, leur nom dérive du nom
biblique(ROTEM) qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou (retam) (ZOHARY, 1962 ;
SHALLABY et al, 1972).

1.5.2. Morphologie et phénologie

Retama retam est un arbuste saharien de 1 & 3,5m de hauteur. Le systéme racinaire
est de type pivotant pouvant atteindre plusieurs métres de profondeur. Des racines adventives
sont également présentes sur les rameaux et colonisent la surface des dunes. Les rameaux sont
veloutés. Les feuilles sont trés caduques, les inférieures sont trifoliées, les supérieures sont
simples et unifoliées (Genmedoc, 2006;Damerdji et Amar, 2013). Les fleurs sont blanches
de 8 a 10mm, avec un étendard égalant la caréne ou plus long. La gousse est non dilatée sur sa

nature ventrale contenant une petite graine (Quezel et Santa, 1962).

g ol

Figure 2 :Photo de Retama retam (photo original)
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1.5.3. Position systématique

Selon Damerdji et Amar (2013) les rétames sont classés dans le taxon suivant :

Tableau 1 : Classification scientifique de Retama retam

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes.
Classe Dicotylédones
Ordre Fabales
Famille Fabacées
Genre Retama
Espece Retamaraetam
Nomsvernaculaires Rtam

1.5.4. Composition chimique

Il1 été rapporté que l’espece de retam contient des alcaloides, des flavonoides
(Hayetet al., 2008). Ainsi des composés phénoliques (Saadaouiet al., 2006).Kassem et al,
(2000) ont mentionnés que flavonoides tandis que daidzéine, la vicénine-2, la naringénine,
I’apignine sont présents dans les graines, la daidzéine 7,4'-diméthyléther, 7-O-glucoside de
chrysoérol dans les feuilles. lls ont aussi isolés deux nouveaux flavonoides de la partie
aérienne, nommées la lutéoline 4'-O-néohespéridoside et 5,4'-dihydroxy- (3 ", 4"-dihydroxy) -
2",

1.5.5. Intérét écologique et économique

Retama retam possede unextréme tolérance a la sécheresse et une acclimatation a
I'écosystéme du désert (Pnueli et al., 2002). De ce fait, elle permet d’améliorer la fixation et la

fertilisation du sol (Benmiloud et al., 2011).
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L’espéce Retama retam serve un meilleur fourrage, elle est aussi orientée vers I’industrie. Les
fleurs peuvent étre utilisées comme conservateur naturel dans les aliments et les produits

pharmaceutiques ou industrielles grace a ces effet antibactérienne (Hayetet al., 2008).

1.5.6. Utilisation en médecine traditionnelle

Retama retam est utilisé dans la médecine populaire sous le nom commun "R'tam"
pour réduire l'inflammation de la peau, tandis qu'au Liban, il est utilisé comme la médecine
traditionnelle a base de plantes contre les douleurs articulaires et au Grand Maghreb contre les
maladies de la peau. Les études pharmacologiques antérieures sur l'usine ont révélé ses
diverses propriétés medicinales: antibactérienne, antifongique, anti-hypertenseurs, anti-
oxydantes, anti-viraux, diurétiques, hépato, néphroprotecteurs et effets cytotoxiques (dziriet
al., 2012; Djeddiet al., 2013).

Une décoction de racine ou hien des feuilles de Retamaraetam, s'utilise contre le diabéte. Le
décocté de feuilles fraiches de Retama retam est utilisé comme bain de pieds en induisant

I’hypoglycémie (Benkhnigueet al., 2014).

Les fruits de Retam passent pour toxiques, ils produiraient des hallucinations, le Retem fixe
les dunes (Trabut, 2006).
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CHAPITRE 11 : Les activités biologiques

I1.1.Activité Antioxydant
11.1.1.0xydants

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les Iégumes

et les fruits, rancir les graisses. 1l modifie le go(t et la couleur des aliments(Rolland,2004).

11.1.2. Les antioxydants

Par définition un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation
d'autres substances chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire l'oxydation du produit
auquel ils sont mélangés. L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes : 1) Ils
neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par ces
derniers. 2) Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composes intermédiaires formant
des radicaux libres en interrompant la liaison O-0), diminuant ainsi la vitesse de formation de
radicaux libres (Ribeiro et al,. 2001).

Alors qu’ils incluent dans le captage de ’oxygéne singulier, la désactivation des radicaux par
réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des
métaux de transition permettant le piégeage direct des (EOA),I’inhibition des enzymes
impliquée dans le stress oxydant et la chélation des traces metalliques responsables de la
production des (EOA) ainsi la protection des systemes de défense antioxydants (Diallo,
2005).

11.1.2.1. Classification

11.1.2.1.1. Les antioxydants endogenes

La production physiologique d’EOA est régulée par des systémes de défense
composésd’enzymes (SOD, héme oxygénase, peroxyrédoxine...), de molécules antioxydantes
de petitetaille (glutathion, acide urique, bilirubine, ubiquinone, ..) et de protéines
(transferrine, ferritine, ...). Enfin, un systéme secondaire de défense composé de
phospholipases, d’ADNendonucléases, de ligases et de macroxy protéinases empéche
I’accumulation dans la cellulede lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a

I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail et al., 2002).

11.1.2.1.2. Les antioxydants exogenes

Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en :
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» Médicaments

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme  les  anti-inflammatoires  non  stéroidiens, les  anti-
hyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour
leurs propriétés antioxydantes.

» Antioxydants naturels

e Lavitamine C ou acide ascorbique
C’est un puissant réducteur. Il joue un role important dans la régénération de la vitamine E.
e La vitamine E ou tocophérol

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux

peroxyles.
e Lesélénium

Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur I’organisme ne sont connus que depuis un quart
de siecle. 1l neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il aurait aussi une action

préventive sur certains cancers.

e LeR-carotene:

Outre I’activité pro vitaminique A, posséde la capacité de capter ’oxygene singulet.
e Les flavonoides :

Les relations structure-activités anti-oxydantes des flavonoides et des composés
phénoliquesont montré que Iactivité anti-oxydante était déterminée par la position et le

degréd’hydroxylation.

e Lestanins:

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
Peroxydation.

e Lescoumarines :

11
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Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter
lesradicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

e Lespheénols:

Les acides phénoliques, comme I’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-

inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales (Diallo, 2005).

11.1.2.2.Propriétés antioxydants

Les flavonoides présentent des activités anti oxydantes. Ces propriétés impliquent
unediminution de la quantité d’espéces réactives de 1’oxygeéne in vivo. De nombreux
travauxdatant de ces derni¢res décennies ont montré en effet 1’effet délétére d’un exces
d’espécesréactives de I’oxygene (ERO), également appelé « stress oxydant ». Cet exces
pouvant étrelié a une surproduction endogéne ou bien a un déficit de systeme de défense
visant a éliminerces ERO, il peut étre responsable du développement de pathologies
chroniques telles que lesmaladies cardiovasculaires, le diabéte, les maladies
neurodégénératives etc. ...(MERIANE, 2018).

Diabéte
Maladies cardiovasculaires
Neurodégénératives, Cancers...

Déficit Oxydation de
Alimentaire, Excés biomolécules
mode de vie ?? D’espéces réactives Lipides (LDL ox)
de Poxygéne (ERO) Bases ADN
Protéines
Systéme de défense
endogénes /
exogenes Production
(vitamines, physiologique
polyphénols) d’ERO

Figure 3 :Physiopathologie du stress oxydant (MERIANE, 2018).

Parmi ces ERO, le radical hydroxyle (HO.) est I’espéce réactive la plus nuisible Les systemes
de défense de I’organisme sont soit des systémes enzymatiques (SOD : superoxyde-
dismutase, GSH-peroxydase : Glutathion peroxydase,catalase), soit des antioxydants
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exogenes : vitamines (C, E), polyphénols (flavonoides, acides phénols etc....), caroténoides
(caroténe, lycopéne, lutéine etc...) (MERIANE, 2018).

Oz
Catalase _
T HAOy =350
S50Ir =
NO "~ =
O N O L P 3 s e + H4D
\v,/" %
[ eo2r =3 2HLO + GSSG
J = _ GSH-Peroxydase
f ~GSH
.
O RH  m +H20
O
wvitmnmine E
ROy —0 RO
——>» Reéaction de détoxification des ROS i GSH-Peroxydase

Reaction aboutissant a des ROS 1 +—GSH
-~
ROH + HO - GSSG

Figure 4 :Des principales espéces réactives de ’oxygéne

11.2.Activité Anti-Inflammatoire

11.2.1. Définition de ’inflammation

L'inflammation est lI'ensemble des mécanismes de défense par lesquels le corps
reconnait, détruit et élimine toutes les substances étrangéres.
La réaction inflammatoire dépasse parfois ses objectifs, entrainant des effets déléteres. Elle

doit alors étre géree Samy (Iskandar et al , 2019)

11.2.2. Réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire se fait par I’intervention des cellules immunitaires
(phagocytes, lymphocytes, polynucléaires neutrophiles, basophiles, etc.) et des molécules
telles que les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Elle est caractérisée par
quatre principaux signes macroscopiques qui s’observent au niveau des tissus affectés : une

chaleur, une rougeur, un gonflement et une douleur(Yougbare-Ziebrou, 2015).

11.2.3. Médiateurs chimiques de I’inflammation

Une importante activit¢ —métabolique accompagne [I’inflammation. Des

protéoglycanes et du collagéne sont synthétisés, des enzymes protéolytiques sont activées et
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entrainent la libération d’amines biogenes (histamine et sérotonine) puis favorisent la

vasodilatation, la transsudation plasmatique et I’oedéme.

Ces enzymes provoquent la fragmentation des chaines peptidiques et la formation de
polypeptides comme la bradykinine qui détermine contraction des fibres lisses ou comme la
leucotoxine qui provoque la diapédése des leucocytes. La bradykinine est inactivée par
I’enzyme de conversion la quelle agit principalement sur I’angiontensinel pour la transformer

en angiotensine 2.

Les prostaglandines E sont synthétisées et contribuent a la sensibilisation de la douleur et de
la vasodilatation et la contraction des fibres lisses. La substance fondamentale faite de myco
polysaccharides se dépolymeérise.

Les « Slow Reacting Substances » apparaissent et contribuent a la réaction inflammatoire
(Souhel, 2010).

11.2.4. Les facteurs étiologiques :

Les causes sont multiples. Elles déterminent les lésions cellulaires ou tissulaires qui

vont déclencher I’inflammation :

» Causes physiques : ce sont les traumatismes, la chaleur, les rayonnements, le courant
électrique.

» Causes trophiques par défaut de vascularisation.

» Causes chimiques : ce sont les acides, les bases, les corps étrangers exogenes ou
endogenes.

» Causes biologiques: ce sont les bactéries, les virus, les parasites et les champignons, le
venin, les toxines, le pollen.

» Conflit immunitaire

L’inflammation est souvent la conséquence d’une nécrose tissulaire qui, a son tour
est secondaire a de nombreuses causes. Par exemple : une occlusion artérielle (Souhel, 2010)
11.2.5. Anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de Synthéses
du type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides), ce sont des

médicaments largement utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en
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particulier la toxicité sur le systéeme rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller

jusqu’a 'ulcération gastrique) (Das, 2011).

11.2.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Anti-inflammatoires non stéroidiens, sont parmi les médicaments contre la douleur
les plus couramment prescrits. Il s'agit d'une classe thérapeutique trés efficace contre la
douleur et I'inflammation (Wongrakpanichet al., 2018).

Ils représentent environ 5 a 10 % de tous les médicaments prescrits chaque année (Onder et
al., 2004).

Ces médicaments inhibent les enzymes cyclooxygénases (COX), qui sont des protagonistes
déterminants dans la synthése des prostaglandines, représentants un médiateur majeur du
processus inflammatoire (Wongrakpanich et al., 2018). Par rapport aux AINS non selectifs
qui inhibent a la fois la COX-1 et la COX-2, les inhibiteurs de la COX-2 (connus sous le nom
de coxibs) n'inhibent que les enzymes COX-2. La COX-2 joue un r6le plus important dans la
douleur et l'inflammation médiées par les prostaglandines, tandis que la COX-1 joue un
certain rble dans la protection de la muqueuse gastrique et dans I'hémostase

plaquettaire(Harirforoosh et al., 2013).

11.2.5.2. Anti-inflammatoire stéroidiens (AIS)
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, principal glucocorticoide (GC) qui sont des hormones

stéroides produites par la glandes surrénale et régulées par 1’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (Faure, 2009 ; Ayroldiet al., 2012).
11.2.5.3. Anti-inflammatoires traditionnels

Les effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent étre exercées au niveau
moléculaire, sont dépendants de la structure spécifique des composés polyphénoliques. Les
fonctions de macrophage, y compris la production de cytokines, peut également étre affectée
par certains flavonoides par la modulation de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et
I’oxyde nitrique synthese inductible (iNOS). Plusieurs études expérimentales ont rapporté les
effets immun modulateur des composeés polyphénoliques sur I'immunité humorale et cellulaire
(Neyestani, 2008 ; Madhuriet al., 2008).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

111.1. L'objectif

L'objectif de notre travail réalisé au sein de laboratoire pédagogique biochimie 03de
I'Université de Mostaganem consiste a explorer les activités anti oxydante et anti-

inflammatoire de Retama retam
111.2. Matériel du laboratoire utilisé

1. Verrerie : erlenmeyer, entonnoir, bécher, verre de montre, pipette pasteur, flacons et tubes

a essais.

2. Appareil utiliseé : balance (KERN kb), étuve, spectrophotométre (6715 UV/Vis JENWAY),
réfrigérateur, pH-metre, agitateur magnétique, agitateur (stuart) ,rotavapeur (bouchi),

centrifugeuse (sigma).

3. Autres matériel : spatule, portoir, barreau (agiter les milieux), pince, micropipette. Papier
filtre.

4. Réactifs chimiques

- Ethanol (C2Hs0).

- Méthanol (CH3sOH).

- Eau distillée.

- Acide chlorhydrique(HCI).

- Acide acétiqgue(CH3COOH).

- Hydroxyde de sodium(NaOH).
- Chlorure de sodium(NaCl).

- DMSO (dimethylsulphoxide).
- DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).
- Diclofénacde sodium.

- Magnésium (Mg2+).
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Chlorure de potassium (Kcl).

5. Matériel végétal
La plante a été cueilliea la fin du mois de février dans la région kharoubaa Mostaganem
(35°56'0"N, 0°5'25"E).
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Figure 5 : Localisation géographique de la wilaya de Mostaganem -Algérie (région kharouba)

5.1. Opération Pulsar

Aprés une opération de drainage, la plante est séchée dans l'ombre, loin de
I'humidité, de la lumiere et du soleil, pendant 21 jours, en présentant une ventilation
appropriée jusqu'a ce que la plante se désintegre
5.2. Broyage et tamisage
Dans un broyeur é¢lectrique le matériel végétal a été broyé puis tamisé jusqu’al’obtention
d’une poudre fine et homogéne.
I11.3.Protocole expérimental
I11.3.1.Préparation d’extrait

Afin d’extraire les principes actifs de  laplante testée, une extraction de
typesolide/liquide (macération) a été réalisée avec deux solvants, le méthanol et I’acétone.
D’aprés (Ncube et al., 2008) le meilleur rapport d’extraction est de 1/10 (P/V) ainsi, le
protocole adapté est le suivant

» 1009 de poudre de I’échantillon est mis a macérer dans1000 ml d’Ethanol

> Le mélange est soumis a une agitation mécanique, a température du laboratoire
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» pendant 24heures.
> A la fin de la macération, une filtration est réalisée afin de séparer le solide
» du liquide solution éthanolique

» Lasolution obtenueest évaporée sous vide & 57°C au rotavapeur (bouchi)

Figure 6:Macération des plantes Retama retam
111.3.2.Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante

Taux d’extraction (%) = [(P1 - PO)/E]. 100

P1: poids du ballon avec I’extrait sec en ¢.
Po : poids du ballon vide en g.

E : poids de la poudre végétale en g.

Figure7:Appareillage d’extraction sous vide
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111.3.3.Détermination de I’activité anti-oxydante
11.3.3.1. L’activité antioxydant par mesure de la activité anti radicalaire sur le DPPH

Principe :

L’utilisation de ce radical comme réactif est basée sur le fait que dés que le radical
DPPH réagit avec un composé anti radicalaire, celui-ci libére un hydrogéne aprés réduction
conduisant ainsi a un changement de couleur (passant du violet foncé au jaune clair. On peut
donc visualiser trés rapidement une activité anti radicalaire, simplement suite & un
changement
de coloration du radical (DPPH) voir (Figure8)(MERIANE, 2018)

SN W

N
b
ON NO RH
* OGN NCy + R
N
Oy NOy
DPPH
517nm
DPPH radical DPPH réduit]

Figure 8 : Structure moléculaire du radical 1,1-Diphényle-2-picryl-hydrazyl
(DPPH).(MERIANE, 2018).

Cette activité peut d’ailleurs méme étre mesurée en quantifiant par spectrophotométrie la
réduction de I’absorbance a 515 nm quand le radical libre stable réagit avec un antioxydant.
111.3.3.2. Protocole

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH (Sanchez et al., 1998).
50ul de ’EERR a différentes concentrations (de 0,0125 & 5mg/ml) ont été ajoutés a 1,95 ml
de la solution éthanolique du DPPH (0,025¢g/l). Parallelement, un contrble négatif a été
préparé en mélangeant S0uL. de méthanol avec 1,95 ml de la solution éthanolique de DPPH.
La lecture de I’absorbance a été faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515
nm apres 30 min d’incubation a ’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif a

été représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont
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I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque

concentration le test a été répété 3 fois

Photo originale

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

|Inh|b|t|0n %= (AbS control - AbS test) x 100 /AbS contro||,

Ou:

ADS control : Absorbance du contrdle a la longueur d'onde 515nm;
ADs st : Absorbance de I'échantillon a la longueur d'onde 515nm.
111.3.3.3. Détermination de la concentration inhibitrice 1C50%

Le parametre IC50 qui indique le pouvoir antioxydant d’un composé ou d’un extrait
et qui est définit comme étant la concentration de I’extrait exprimée en mg/ml nécessaire pour
balayer 50% du radical DPPH. La valeur d’IC50 de chaque extrait est déduite a partir des
équations des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que plus la valeur de 1C50 est petite plus
I’activité antioxydant des extraits est grande (Bokhari et al., 2013).
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111.3.4.Exploration de I’activité anti-inflammatoire:
111.3.4.1. Méthode de stabilisation des membranes HRBC :
111.3.4.1.1.Préparation des globules rouges :

Le sang (10 ml) doit étre prélevé d’unepersonnesaine qui n'a pris aucun médicament
anti-inflammatoire. Le sang prélevé sera mélangé avec un volume égal de solution d'Alsever
stérilisée (2% de dextrose, 0,8% de citrate de sodium, 0,05% d'acide citrique et 0,42% de

chlorure de sodium dans I'eau).

Le mélange doit étre centrifugé a 3000 tr / min pendant 10 min et les cellules emballées

doivent étre utilisées directement.
111.3.4.1.2. Hémolyse induite par la chaleur :

La principale en cause est la stabilisation de la lyse membranaire HRBC induite par
I’hypotonicité. Le mélange d’essai contenait I’extrait (50, 100, 250, 1000,2000ug/ml) /
médicament standard diclofénac sodium (50, 100, 250, 500, 1000, 2000ug/ml), 1mL
phosphate buffer (0,15M, pH 7,4), 2mL d’hyposaline (0,36%), 0,5 ml de HRBC, ont été
incubés a 37°C pendant 30min et centrifugés pendant 20min a 3000 rpm.La teneur en
hémoglobine de la suspension a été estimée au spectrophotométre a 560nm (Yoganandam et
al., 2010). L’expérience a été réalisée en trois exemplaires pour tous les échantillons.

L’hémolyse de pourcentage produite en présence d’eau distillée a été prise a 100%.

Photo originale
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111.3.4.2. Test de Pinhibition des protéines :

Le mélange réactionnel (5 ml) se compose de 0,2 ml d'albumine d’ceuf (provenant
d'un ceuf de poule frais), 2,8 ml de solution saline tampon phosphate (PBS, pH -6,4) et 2 ml
de concentrations variables de suspension bactérienne. Un volume similaire d'eau bidistillée
sert de controle. Ensuite, les mélanges doit étreincubés a 37° C dans un incubateur pendant 15
minutes puis chauffés a 70 ° C pendant 5 minutes. Aprés refroidissement, leur absorbance est
mesurée a 660 nm en utilisant un véhicule comme blanc. Le Diclofénac sodique a la
concentration finale de (50, 100, 300, 600, 1200, 2500, pug / ml) est utilisé comme
médicament de référence et traité de facon similaire pour la détermination de l'absorbance. Le
pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines doit étre calculé en utilisant la

formule suivante :

Pourcentage d'inhibition=100x[Vt/Vc-1]%

Ou:

Vt= absorbance de I'échantillon d'essai.

Vc= absorbance du témoin.

L’extrait ou la concentration de médicament pour une inhibition de 50% (IC50) est
déterminée a partir de la courbe dose-réponse en tracant le pourcentage d'inhibition par

rapport au contréle par rapport a la concentration de traitement.
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Chapitre 1V : RESULTATS ET DISCUSSION

V.1 Extraction

La préparation de I’extrait a partir des feuilles de Retama retam broyees a été
effectuée par I’éthanol. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut : I’extrait
éthanolique de Retama retam ( EERR).
Apres extraction et récupération de I’extrait, le rendement, la couleur et I’aspect physique sont

déterminés et representés dans le tableau 2 :

Tableau2:Caractéristiques de I’extrait étanolique de Retama retam

Extrait Couleur Aspect Rendement

EERR Verte foncée Liquide huileux 201 9%

1V.2.Etude de ’activité antioxydante

IV.2.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) fut 1’un des premiers radicaux libres
utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques. Dans
ce test, les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un composé jaune, le
diphényle- picrylhydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a
lacapacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez et al,
1998).

L’activité antioxydant de 1’extrait éthanolique de Retama retam et de I’antioxydant
standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un
spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPH*) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm. Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances

anti-radicalaires.

Les résultats relatifs a I’activité anti-oxydante sont exprimés dans tableau 3.
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Contrdéle=0.581

C ABS 1%
ug/ml 517 nm

5 0.167 71,256
2.5 0.428 26,333
1.25 0.504 13,253

0.625 0.510 12,220

0.312 0.514 11,531

Tableau 3 : Affiche les résultats d'un test DPPH

Nous tracons le graphique du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de

Pextrait :
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Figure 9 : Courbe de test DPPH d’extrait ethanolique de Retama retam

D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente
avec l’augmentation de la concentration de ’EERR. Pour mieux caractériser le pouvoir

antioxydant, nous avons introduit le parametre 1C50.
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1VV.2.2 . Evaluation de I’IC50

L’IC50 est inversement li¢ a la capacité antioxydant d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydant d'un composé est élevé (Pokorny et al.,
2001).

La concentration de I'échantillon nécessaire pour inhiber 50 % du radical DPPH a été calculée
par régression linéaire des taux d'inhibition calculés en fonction des différentes concentrations

des extraits préparés.

D'aprés I'équation linéaire Y = 13,01X + 1,702Du graphe des variations du pourcentage en
fonction des concentrations des extraits, on calcul IC50 qui est la concentration de I'extrait

qu'il faut pour d’inhibition50% du radical libre

IC 50=3.71 mg/ml

IV.2.3. Acide ascorbique

Nous tragons le graphique du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentrationd’acide
ascorbique :
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Figure 10 :Courbe étalonnage d’acide ascorbique

D'aprés I'équation linéaire Y = 0,114XDu graphe des variations du pourcentage en fonction
des concentrations des extraits, on calcul IC50 qui est la concentration de I'extrait qu'il faut
pour d’inhibition50% du radical libre
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L’échantillon 1C50
Acide ascorbique 3.70 mgiml
Retama retam 3.71 mg/ml

Tableau 4 : Les valeurs des IC50 des extraits testés.

Les résultats présentés dans le tableau 4 pour l'activité anti-extréme de I'extrait de plante
Retama retam ont montré que I'extrait testé présentait une activité anti-radicalaire avec une IC
de 50% de l'ordre de 3,71 mg/ml. Comparé a l'antioxydant standard (acide ascorbique)
montrant IC50% = 3,7 mg/ml, nous constatons que notre extrait a une activité égale par

rapport a la norme
IV.3. L’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée selon deux tests :
IV.3.1. Stabilisation des membranes des globules rouges humains

La méthode de la stabilisation des membranes des GRH a été choisie pour
'évaluation de 1’activité anti-inflammatoire de ’extrait de Retama retam in vitro car la
membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomiale et sa stabilisation implique
que I'extrait peut ainsi stabiliser les membranes lysosomiales. La Stabilisation de la membrane
lysosomiale est importante dans la limitation de la réponse inflammatoire en empéchant la
libération de constituants lysosomiques des neutrophiles activés tels que les protéases qui
provoquent une inflammation des tissus et d'autres dommages lors de la libération
extracellulaire (Shendkar et al., 2014). L'hémolyse induite par I'nypotonicité peut découler
de la lyse des cellules en raison de la perte de pression osmotique du liquide intracellulaire et

des composants électrolytiques. L'extrait peut inhiber les processus (Suresh et al., 2014).
Les résultats obtenus sont exprimés dans tableau 5

Tableau 5 :Les valeurs de 1’inhibition del’ extrait et du Diclofénac

Contrdle=0.414

C ug/ml 1% D’extrait C ug/ml 1% Diclofénac
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50 72,36 50 76,58
100 72,99 100 78,90
250 71,94 300 70,67
500 72,15 600 75,94
1000 71,30 1200 76,19
2000 79,89 2500 77,41

Activité anti-inflammatoire par hémolyseitre
du graphique
e du graphique
85
80 I
75 —
0 I ! I I I )
Hi ki -
60
50 100 300 600 1200 2500
1% Diclofénac 1% I'extrait

Figure 11:Activité anti-inflammatoire de I’extrait et du diclofénac par hémolyse

La figure 12 représente 1’activité anti-inflammatoire in vitro de notre extrait qui repose sur
I’inhibition d’hémolyse des globules rouges humains (GRH) comparant avec la solution
standard Diclofénac de sodium. Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’effet
hémolytique de D’extrait Retama retam en augmentation lors de 1’augmentation des

concentrations et elles sont supérieurs a celle du Diclofénac.
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1V.3.2. Inhibition de la dénaturation du ’albumine des ceufs

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Bagad et al.,
2011 ; Falcaoet al., 2016).

Les méthodes actuelles de détection et d'isolement d'un large éventail de composés

anti-inflammatoires aux premiers stades du processus de découverte de medicaments utilisent
un grand nombre d'animaux. A cet égard, il existe des problémes éthiques concernant
I'utilisation d'animaux aux premiers stades de la découverte de médicaments pour les maladies
inflammatoires et dégénératives, a partir de produits naturels, en utilisant des voies
d'isolement axées sur l'activité lorsque de nombreux composés, supérieurs a 100, sont présents
dans l'extrait brut. ou fraction (Abdullahiet al., 2013 ; Bakchicheet Gherib, 2014).
C'est la raison principale pour laquelle le procédé d'utilisation des effets anti-dénaturants
(stabilisants) in vitro de I'ovalbumine traitée thermiquement (immunogenes) comme test de
criblage pour la détection de composés anti-inflammatoires est proposé sans l'utilisation
danimaux dans les premieres étapes du processus de découverte de médicaments
(Chaoucheet al., 2014 ; Williams et al., 2006).

La figurel3 montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro du ’extrait de retam
retama qui consiste a évaluer le taux d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine des oeufs.
D’aprés les résultats nous avons observé un rapprochement de taux d'inhibition de la
dénaturation du I’albumine des ceufs entre ’anti inflammatoire standard (diclofénac sodium)

et le mucilage étudié

60%

50% 47%

40%

34%

30% - M Extrait

Diclofénac

20% -

10% -

0% -

Extrait Diclofénac

28



Chapitre IV : RESULTATS ET DISCUSSION .

Figure 12 : pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines obtenu par notre extrait était
efficace avec une inhibition égale a 34%. Les résultats obtenus pour cet extrait sont presque
identiques par rapport diclofenac, un médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard

qui a affiché un pourcentage d’inhibition de 47% a la méme concentration.
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CONCLUSION

L'utilisation et la connaissance des plantes médicinales constituent un Vvéritable
patrimoine et un gain pour I'humanité. Et son importance dans le domaine de la santé publique
s'est imposée ces dernieres années grace aux traitements qu'ils procurent sans l'apparition
d'effets secondaires observeés lors de l'utilisation de médicaments chimiques. Cette diversité en
propriétés biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des agents
chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des agents

médicinaux tels que les antioxydants

Ce présent travail contribue a la caractérisation des activités antioxydante et
anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique de Retam retama. Notre extrait qui a été realisé

par macération a froid avec acétone a donné un rendement de 29,1%.

L'activité antioxydante a été explorée par la méthode de réduction du radical
libre 1,1 diphenyl- 2-picryl-hydrasyl (DPPH) et L’extrait éthanolique testé possede un

potentiel anti- radicalaire appréciable avec un IC50 de 3.7 mg/ml.

L’analyse biologique effectuée sur les érythrocytes isolées a partir du sang humain
par I’extrait éthanolique montre que la plante Retam retama un effet de la stabilité des

membranes des globules rouges de 79%.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines de notre extrait est de

34%, par rapport la diclofénac, ce qui représente un bon résultat.

D’aprés les résultats on peut dire que cette espéce locale Retama retam peut
constituer une source naturelle de composés naturels a usage biologique et thérapeutique

intéressants.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans
la recherche de substances photochimiques biologiquement actives, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydantes et anti-

inflammatoires de Retama retam.
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ANNEXES

ANNEXES

% Solution d’Alsever
1. 2 % de dextrose
2. 0.8 % de citrate de sodium
3. 0.05 % d’acide citrique
4. 0.42 % de chlorure de sodium
% Solution du Tampon phosphate saline
1. 1000 ml d’eau distillée
2.8 g NaCl
3.0.2 g Na2 HPO4
4.0.24 g KH2 PO4

5. pH a7.4.
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