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Résumé
De nombreuses plantes sont connues pour leur utilisation en médecine traditionnelle pour
le traitement de plusieurs pathologies inflammatoire comme [’arthrite. La présente d’étude a été
réalisée pour étudier chimiquement et biologiquement I'activité anti-inflammatoire de 1’extrait
aqueux des parties aérienne et racines de salvadora persica en utilisant a la fois deux méthodes
in vitro et in vivo avec différentes doses(300mg/kg de pc)pour les deux extraits et (100mg/kg
de pc)pour les racines. L'arthrite induite par I'administration de 0,1 ml de formaldéhyde (2%)
chez des rates Albinos Wistar dans la région sous-plantaire de la patte arriére gauche. L’analyse
phytochimique réalisé sur les extraits a montré leur richesse en composé phénolique tels que les
tannins et les flavonoide et la teneur en ces composes en polyphénol totaux, tanins et flavonoide
des différents extraits ont eté déterminé par les méthodes de Folin-Ciocalteu et chlorure
d’aluminium respectivement qui ont enregistré la présence d’une importante teneur en ces
principes dans les extraits racine et partie aérienne infusion et macération. L’activité
antioxydante a été évalué par des tests chimique tel que les tests de PM, DPPH et FRAP qui
ont monté que la partie aérienne et racine macération a une activité antioxydante fort par
rapport aux autres extraits. L’étude in vitro montre que les extraits a la dose 300mg/kg et 100
mg/kg pour la partie racine infusion et 300mg/kg de la partie aérienne posséde un effet
inhibitrice de dénaturation des protéines (sérum bovin et albumine) comparable a celui
diclofénac dans les concentrations qui sont utilisées comme référence. Les doses ont été
administrées pendant 10 jours. A la fin de la période d'étude, les changements dans le volume de
I';edéme de la patte et le poids des rates, ont été enregistrés ainsi que l'histopathologie des
articulations dans tous les groupes, et I'analyses sérologiques (VS, FR et CRP). Pour les résultats
des analyses sérologiques (FR, CRP) une augmentation hautement significative a été observée
(p<0.001) chez le groupe CT par rapport aux autres groupes et méme observation pour les
parametres hématologiques (GB, PLAT, VS). L’étude histologique de la patte des groupes
traitées par le diclofinac et les extraits aqueux des racines et parties aériennes confirment que
ces traitements ont une activité anti-inflammatoire plus importante a la dose 300mg/kg de racine
infusion et I'infiltrat inflammatoire disparait presque totalement. Les résultats ont démontré
une activité anti-inflammatoire hautement significative (p<0.001) des extraits aqueux a la dose

(300mg/kg de pc) et une activité modéree a la dose (100mg/kg de pc) d'extraits.

Mots clé: Inflammation, Salvadora persica, Arthrite, (Edéme, Dicolfenac , Forme -

aldéhyde
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Introduction

Introduction
L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour [D’intégrit¢é de
I’organisme. Cependant, elle se trouve impliquée dans un trés grand nombre de pathologies

humaines. tel que I’arthrite, le diabéte, 1'asthme, les allergies et le cancer(Viladomiu et al., 2016).

La polyarthrite rhumatoide (PR) est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques. Comme beaucoup de maladies auto-immunes, c’est une affection poly factorielle
relevant de facteurs psychologiques, endocriniens, environnementaux, génétiques et
immunologiques. (Sany ,2003)Les facteurs génétiques ne représentent que 30 % des facteurs
favorisant la PR. C’est dire I’importance des facteurs environnementaux qui expliquent peut-étre
les différences de prévalence de la PR selon les pays .Elle touche 0,5 a 1 % des individus de la

population générale. Elle prédomine chez la femme, et peut survenir a tout age.(Sany ,2003).

En Algérie, la polyarthrite rhumatoide est tres fréquente, mais il y a un sérieux déficit
d’études ¢épidémiologiques pour donner des statistiques concernant 1’évolution de cette
maladie dans notre pays. En gros, et selon certaines estimations, elle toucherait de 0, 7 a 1%
de la population algérienne. C’est un peu plus de 300 000 personnes qui sont touchées par la

polyarthrite rhumatoide avec une tres nette prédilection pour les femmes (Kaddem ,2011).

Pourletraitementdel’inflammationlesanti-inflammatoiresstéroidiens  (glucocorticoides) et
non stéroidiens. Sont efficaces mais associées a des effets indésirable surtout en cas
d’utilisation a longue durée, particulierement dans le traitement des inflammations chroniques,
parmi ses effets indésirables on trouve des dommages digestifs (ulcéres gastroduodénaux,
sténose, perforation), des toxicités rénales (insuffisance rénale aigué, rétention hydrosodée) et

méme des complications cardiaques (Soubrier et al., 2013 ; Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

En raison de ces problémes causés, il est orienté la recherche vers de nouveaux agents
thérapeutiques anti-inflammatoires qui présentent un minimum d’effet indésirables, c’est la
thérapie naturelle basée sur les faits de la médecine traditionnelle fondée sur 'utilisation des

drogues extraites essentiellement des plante (kpéra et al., 2004 ; Yougbare-Ziébrou et al., 2016).

Ces derniéres années, beaucoup de recherches se sont orientées vers la valorisation de
la médecine traditionnelle en vue de vérifier la sureté et 1’efficacité des substances utilisées et

d’établir des regles scientifiques pour I'usage (Cheriti et al., 2016).



Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées pour soulager et guérir les maladies humaines. En
fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire des milliers de

composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires (Boudjouref, 2011).

Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, déja environ 170 000 molécules

bioactives ont été identifiées a partie de plantes (Chaabi, 2008).

A cet effet, les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches qui amene a
I’identification des principaux éléments actifs doués d'activités biologiques telles que les poly

phénols, alcaloides, terpénes ...etc.

L'Algérie possede une flore vegétale riche et diversifiée. Dans la perspective de rechercher,
et développer, des phytomédicaments anti-inflammatoires a partir de ces plantes notre choix a
porté sur Salvadora persica, c’est une plante ligneuse de la famille des Salvadoraceae trés

répandue.

Salvadora persica est décrite dans la littérature comme étant une plante riche en composes
poly phénoliques, présentant un pouvoir antioxydant tres marqué (Ribéreau-Gayon, 1968), et

pourrait jouer un réle intéressant dans la prévention des maladies inflammatoires.

A notre connaissance, les propriétés préventive de Salvadora persica n’ont jamais
été étudiées. Ainsi nous nous proposons dans la présente étude d’évaluer in vivo les propriétés

anti radicalaire et préventive d’extraits aqueux de partie ariennes et de racine de cette plante.

Le présent travail est partagé en deux parties I’'une bibliographique comporte recherche
exhaustive sur I’inflammation et polyarthrite rhumatoide , une description de la plante étudiée et
I’autre expérimentale constitué des matériels et méthodes utilisée pour extraire les molécules
bioactives, avec la détermination de la concentration de certains groupes, comme elle vise a
tester les activités biologiques des différents extraits aqueux (partie ariennes et

racine)principalement 1’activités antioxydants.
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I.1. Géneéralités

L'inflammation est une réponse a une lésion tissulaire causée par un traumatisme physique,
nocif agents chimiques ou microbiens. 1l est déclenché par la libération de médiateurs chimiques
de tissus blessés et cellules migratrice (Cheriti et al., 2016)) .Des modifications vasculaires, telle
que I"augmentation de la perméabilité de la paroi vasculaire,la vasodilatation et la chimio taxie
apparaissent au niveau du tissu enflammé (Raymondjean, 2007 ;Menaldo et al., 2017). Cette
augmentation de la perméabilité permet au liquide plasmatique de s’échapper vers le milieu
extravasculaire, Ces modifications vasculaires permettent le recrutement des leucocytes dans le
milieu extravasculaire qui se déplacent en suite vers le site inflammatoire. Ces leucocytes
détruisent et éliminent les stimuli nocifs qui s’y présentent, laissant place a la réparation du tissu

endommagé (Rankin, 2004).

Elle nécessite une régulation fine, généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination
d’éventuels pathogénes et au retour a I’homéostasie du tissu Iésé (Nathan, 2002; Barton, 2008).
Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser

des sequelles si la destruction tissulaire est importante (Charles et al. ,2010).

I.2. Causes de I’inflammation

L'inflammation est une réponse physiologique complexe a des stimuli nocifs et a des
conditions telles que des agents pathogénes ou des molécules endogénes (Viladomiu et al.,

2016).0n peut classer ces causes en deux grands groupes (tableau 1):

Tableau 1 : Causes de ’inflammation. (Diebold et al., 1995., Weill et Batteux., 2003)

Eléments physiques Eléments solides exogénes ou endogénes

-la chaleur (brulure); | -Les pathogénes microbiennes ;un dard d’insecte ou des microcristaux

-le froid (gelure) ; des produits chimiques (acide, base,toxique) ;
-les rayonnements -Des produits biologiques (toxine, produits dedégradation tissulaire) ;
ionisants -Des composés issus de la réactionimmunitaire (complexes immuns,

anticorpscytotoxiques et cytokines).
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I.3.Types d’inflammation
Elle est classee comme aigué ou chronique, selon qu'il s'agit d'une réponse courte ou

prolongée, respectivement (Decéssia da silveira e sé et al., 2014)(figure 1).

1.3.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est caractérisée par quatre phénomenes typiques qui sont 1’cedéme,
la douleur, la chaleur et la rougeur. Elle peut également s’accompagner d’atteintes
fonctionnelles régionales selon la gravité de 1’agression (Botting et Botting, 2000). Elle dure de
quelques munites a quelques jours (Serhan et al., 2010) Elle se caractérise aussi par 1’absence de
I’infiltration importante de monocytes et par 1’évolution vers la guérison lorsque le stimulus

disparait (Jean, 2012).

1.3.2. L’inflammation chronique

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression, ou
dans les tissus soumis & des réactions auto-immunes, ou I’antigéne ne peut étre éliminé (Rankin,
2004). Elle est caractérisée par une durée prolongée 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 succeédent pas
mais coexistent tout au long de 1’évolution de I’inflammation. Des phénomeénes de destruction
tissulaire et de tentatives de réparation sont également présents (Weill et al., 2003). Les cellules
mononuclées et particuliérement les macrophages constituent 1’essentiel de ’infiltrat cellulaire

vers le site inflammatoire (Fauve et Hevin., 1998 ; Weill et al., 2003).

La présence de lymphocytes dans I’infiltrat est habituelle. Tandis que la présence des
polynucléaires éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques et

parasitaires (Dombrowicz et Capron., 2007).



Chapitre | : Inflammation et polyarthrite rhumatoide

Stimulus
Infection, injury,
physiological
imbalance
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_Immunity
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Cancer development, neurological disorder,
progression of autoimmune disorders (RA)

Figure 1 :Inflammation aigué et ’inflammation chronique (causes et effets) (Tiwari, 2017)
I.4.Les phases de la réaction inflammatoire

L’inflammation est un mécanisme universel de défense et de réparation tissulaire
apresagression (Muster, 2005). Elle suit une voie similaire quel que soit le déclenchement
initial(invasion de micro-organismes, un traumatisme, etc.), ce qui conduit a la libération de
plusieurs protéines provoquant une cascade d'événements conduisant a la réaction

inflammatoire (O'connor et Nichol., 2015) (figure 3).

1.4.1 La phase vasculaire

La premiéere étape de la phase vasculaire c’est ’activation des plaquettes suite a une lésion
tissulaire touchant ou pas les veinules ou les artérioles, constitue la premiére étape de la phase
vasculaire (Steinhubl, 2007). Les mastocytes résidents qui peuvent aussi étre activés par un trés
grand nombre de stimuli, sont également susceptibles d’initier la réaction inflammatoire (Botting

et Botting., 2000).

Plusieurs médiateurs tel que la sérotonine, I’histamine et des dérivés de 1’acide

arachidonique sont libérés, ces deux types de cellules activés d’une autre part, la cascade de
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coagulation et du systéeme du complément qui surviennent suite a une agression externe conduit a
la génération de divers médiateurs douées d’activités vasodilatatrice et chimio attractante comme

le facteur XI1, la fibrine, la bradykinine, C3a et C5a (Fauve et Hevin., 1998).

Les neurones sensoriels sensibles sont également susceptibles de déclencher les
événements de la phase vasculaire de I’inflammation. Ce phénoméne est connu sous le nom de
I’inflammation neurogenique (Borzsei et al., 2008). Suite a une stimulation, ces neurones
liberent principalement deux médiateurs; la substance P et le peptide lié au géne de la
calcitonine. Ces derniers induisent une vasodilatation et une exsudation plasmatique en agissant
sur les cellules endothéliales et les muscles lisses des vaisseaux sanguins (Birklein et Schmelz.,
2008). 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., 2002).

L’augmentation du débit microcirculatoire au niveau du site enflamme explique
partiellement 1’apparition de chaleur et de rougeur. L’exsudation plasmatique induit un cedéme
par distension des tissus et provoque une hyperpression sur les terminaisons nerveuse locales, ce
qui explique les sensations de la douleur (Weill et al.,2003). Enfin 1’expression de molécules
d’adhérences a la surface des cellules endothéliales permetl’interaction entre I’endothélium et les

leucocytes circulante favorisant la diapédese (figure2) (Weill et Batteux., 2003).

molécules d'achérence

Figure 2: Modifications précoces de I’endothélium vasculaire au cours de la réponse

inflammatoire (Weill et Batteux., 2003)
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1.4.2. La phase cellulaire

Au cours de cette phase plusieurs substances sont apparies dans les espaces
extravasculaires comme les anticorps, substances bactéricides, facteurs de coagulation,
composants du complément, kininogenes, interleukines, interférons et des dérivés de I’acide
arachidonique. Ceci conduit a un afflux extravasculaire des leucocytes attires par les
chimioattractants existants dans [’exsudat et ceux libéres au niveau du site enflamme
(Schoroderet, 1992). La premiere étape de cet afflux consiste en une marginalisation des
leucocytes grace a I’expression d’adhésives (integrines, selectines, membres de la superfamille
des immunoglobulines) au niveau des cellules endotheliales et des leucocytes actives (Fauve et
Hevin.,1998). Ceci permet I’interaction entre 1’endothélium et les phagocytes du sang,
principalement les polynucléaires neutrophiles et les monocytes, et leur passage a travers les
cellules endothéliales contractées sous 1’effet de certains médiateurs inflammatoires tel que la
bradykinine et certains dérivés de I’acide arachidonique (Schoroderet,1992). Guidées par le
gradient de concentration des chimioattractants, les leucocytes parviennent au tissu l1ésé (Weill et
al., 2003).

Les monocytes achévent leur différentiation en macrophages et amorcent avec les
polynucléaires neutrophiles la phagocytose des agents extérieurs et/ou des débris cellulaires. De
nombreuses protéases (collagenase, elastase) et des radicaux libres dérives du métabolisme de
I’oxygeéne et du monoxyde d’azote sont produits au cours de la phagocytose. Les effets cystoides
locaux de ces produits sont tres importants (Fauve et Hevin, 1998).

1.4.3.La phase de résolution

L’arrét de la réponse inflammatoire fait intervenir plusieurs médiateurs tel que les
cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-bl), I’expression des récepteurs solubles comme
TNF-a et ’apoptose des cellules inflammatoires (Eming et al., 2007). Pour la réparation des
tissus endommagés les macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes sont

intervenues (Eming et al., 2007).

Les agents agresseurs sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles. Les produits de
dégradation ainsi que les débris cellulaires sont éliminés par les macrophages. Le retour a un
état physiologique consiste dans un premier temps a la réparation de 1’endothélium par les
cellules endothéliales elles-mémes (Weill et al., 2003). Si I’atteinte est plus sérieuse et entraine
une destruction tissulaire, ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui produisent les

protéines de la matrice intercellulaires comme le collagéne, la fibronectine et la laminine, pour
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permettre la reconstruction des tissus. Le systeéme de I’angiogenese est ainsi remis au repos et la

réaction inflammatoire peut s’éteindre (Weill et al., 2003).

17 Agression ’

—— e oo e e s e e e
1 o a
§n B B . .

- .. - -

Phase vasculaire Phase cellulaire Phase de résclution

Figure 3: Phases de la réaction inflammatoire (Menkes et al.,2004)
1.5.Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

Les cellules fait intervenir dans la réaction inflammatoire sont :
> Les polynucléaires neutrophiles(PNN)

Représentent le composant cellulaire majeur de I’inflammation aigue (40-75 % des
cellules inflammatoires). Ils Migrent sous 1’effet des chimio attractants vers le site inflammatoire
ou ils phagocytent 1’agent agresseur ou les débris cellulaires (Descamps-Latscha et Witko-
Sarsat., 1999). Les neutrophiles libérent différentes molécules tel que les protéinases, les
radicaux libres, les chimokines et des cytokines pro inflammatoires (Descamps-Latscha et
Witko-Sarsat., 1996). Les polynucléaires neutrophiles sont également impliquées dans la

réparation tissulaire (Eminget al., 2007).
> Les mastocytes

Sont des cellules résidentes des tissus conjonctifs. Ils jouent un réle trés important dans le
déclenchement de la réaction inflammatoire (Weill et al., 2003). Leurs cytoplasmes riches en
granulations contenant des médiateurs inflammatoires comme la sérotonine, 1’histamine,
I’héparine et des cytokines (Williams et Galli., 2000). Ils sont aussi impliquées dans la réparation

tissulaire (Eming et al., 2007).

10
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> Les monocytes

Se sont des cellules migrent vers le site inflammatoire et se différencient en macrophages.
Leurs role est la phagocytose de I’agent agresseur ou les fragments de tissus alterés
(Descamps-Latscha et Witko-Sarsat., 1999). Ils interviennent aussi dans I’amplification de la
réaction inflammatoire en libérant des médiateurs stimulant d’autres cellules inflammatoires. Les

monocytes joue un rble aussi dans la phase de réparation tissulaire (Eming et al., 2007).
> Les plaquettes sanguines(PLT)

Jouent un role trés important dans 1’hémostase primaire. Elles contribuent au processus
inflammatoire par la libération de nombreux médiateurs comme le fibrinogene, le plasminogene,

des protéases plasmatiques ainsi que de la sérotonine (Steinhubl, 2007).
> Les Polynucléaire basophiles (PNB)

Elle représente moins de 1 % des cellules inflammatoires. Elles présentent un cytoplasme
qui contient de tres nombreuses granulations riches en médiateurs pro-inflammatoires. Les
basophiles sont des cellules phagocytaires qui interviennent principalement dans les réactions
allergiques (Rankin, 2004).

> Les polynucléaires éosinophiles (PNE)

Représentent de 1 a 6% des cellules inflammatoires. Elles possedent aussi des propriétés
phagocytaires (Rankin, 2004). Leur fonction principale est de s'attaquer aux parasites via le
contenu de leurs granules. Elles interviennent aussi dans la modulation et la propagation de la

réponse immunitaire adaptative en activant directement les lymphocytes T (Hogan et al., 2008).
> Les lymphocytes (LT)

I existe deux types de lymphocytes impliqués dans 1’inflammation: les lymphocytes T qui
se différentient dans le thymus et les lymphocytes B acquiérent leur maturation dans la moelle
osseuse. lls interviennent principalement dans les mécanismes de I’immunité mais ils
participent a la réaction inflammatoire par la production de différentes cytokines (Adrie et
Pinsky, 2000).

> Les cellules de I’endothélium des vaisseaux de petit et moyen calibre

Elles jouent un réle important au cours de I’inflammation (Wagner et Roth., 2000). L’état
de jonction des cellules entre elles et avec la matrice extra-cellulaire controle le passage des

11
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liquides et des macromolécules de 1’espace intra-vasculaire vers les tissus interstitiels. Cet

état de jonction fait intervenir de nombreuses protéines trans-membranaires ou intracellulaires

tels que connexines, cadhérines, protéines du cytosquelette, intégrines de surface (Janeway et al.,

2001). Les cellules endothéliales sont capables de participer aux phénomenes de réparation post

inflammatoire par la production de protéines matricielles et de différentes protéases (Aggarwal et
Shishodia., 2006).

1.6. Médiateurs de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire conduit a

la formation et la libération séquentielle de

médiateurs pro et anti-inflammatoires de nature divers ; amine (histamine et serotonine),

médiateurs lipidiques (prostaglandines et eukotrienes), et des cytokines de nature peptidique,

protéique ou glycoproteique. (Botting et Botting., 2000) (tableau 2).

Tableau 2 : Origines cellulaires et effets des principaux mediateurs

inflammatoires (Rankin

,2004; Male et al .,2007)

Médiateurs Origine Actions
Histamine :
Mastocytes,  basophiles, | Assure Ia vasodilatation, augmente la perméabilité
éosinophiles et plaquettes. vasculaire, induit Dexpression des molécules
d’adhésion sur I’endothélium vasculaire.
S Mastocytes et plaquettes. | A gmente la  perméabilité vasculaire, dilate les
Sérotonine o ] ) ]
capillaires et stimule la contraction des muscles lisses.
Facteur Assure la vasodilatation, augmente I’adhésivité de la
Plaquette,  neutrophiles, : : : -
eI ., paroi vasculaire, stimule la bronchoconstriction,
monocytes et cellules | - D arati
des plaquette " I’aggregation des plaquettes et la libération des
(PAF) endotheliales. médiateurs qu’elles renferment, induit la production
des EOR et la libération des enzymes lysosomiales par
les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages.
Kalicréine Présente dans le plasma Transforme et active le systeme des Kinines
Plasmine Présente dans le plasma

Clive le composant du complément C3 pour générer le
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C3aetle C3b

Leucotrienes Essentiellement par les Augmentent la permeabilité des micro- vaisseaux.
-LTC4, LTD4, | leucocytes
LTE4
Augmente la perméabilité vasculaire et le flux
-LTB4 Essentiellement par les | sanguin local, induit la libération des enzymes
leucocytes lysosomiales et la production des EOR et attire et
active les cellules inflammatoires.
Prostaglandine Provoque la vasodilatation, renforce I1’action de
E2 Essentiellement par les | I’histamine, de la bradykinine et des leucotriénes,
leucocytes augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.
o Présente dans le plasma
Bradykinine
el forme de | Accroft la vasodilatation, la perméabilité vasculaire et
kininogenes. stimule la contraction des muscles lisses.
Facteur de | Présent dans le plasma et
Hagman est activé par 1’adhésion | Impliqué dans la cascade de coagulation.
(X1n) des plaquettes.
) ) Catalyse la transformation du fibrinogéne en fibrine et
Thrombine Présente dans le plasma o o ) )
induit la libération de la serotonine des plaquette.
o Présente dans le plasma,
Fibrine . . ) . : . ,
formée a partir du | Intervient dans la formation du caillot sanguin.
finbrinogéne
Fraction C3 du ) _
C3a Provoque la dégranulation des mastocytes.

complément inactif.
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C5a )
Fraction

C5

complément inactif

du

Provoque la dégranulation des mastocytes et des
neutrophile, exerce un effet chimiotactique en vers les

phagocytes et stimule la contraction du muscle lisse.

|.7.Les maladies liées a I’inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense indispensable pour I’organisme contre les

antigenes.il ya plusieurs pathologies humaines contribue a I’inflammation dans le (tableau 3).

Tableau 3: Exemples de maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002)

Origine

Types de maladie

principal revient a I’inflammation.

Désordres dans lesquelles le role pathogénique | Eczéma

Artériosclérose
Arthrose
Asthme

Polyarthrite rhumatoide

Maladie de Crohn (MC)
Goutte

Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’ Alzheimer

Lupus érythémateux disséminé

Maladies d’origine infectieux dans les quelles

I’inflammation contribue dans la pathologie.

Hépatite C

Tuberculose
Tuberculose

Dysenterie bactérienne

principale de la pathologie.

fibrose poste inflammatoire est la cause

Maladies d’origines divers dans les quelles la

Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose

1.8.La polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide(PR) est une maladie inflammatoire chronique, auto-immune

(Afuwape et al., 2002). Dans laquelle est la destruction et I’inflammation d'articulation et du
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cartilage (Singh et al.,2011) (figure 4). De plus, cette maladie s'accompagne d'une inflammation
synoviale et d'une hyperplasie,la production d'auto-anticorps, le cartilage et la déformation
osseuse avec une altération fonctionnelle et des complications systémiques, par exemple
cardiovasculaires, pulmonaires, psychologiques et troubles squelettiques (Mclnnes et Schett.,
2011).

Il se caractérisée par des douleurs, des gonflements et des déformations articulaires
responsables a court ou a long terme d’une impotence fonctionnelle et potentiellement d’une
mortalité prématurée. La polyarthrite rhumatoide touche plus souvent les femmes que les
hommes. Elle débute le plus souvent a I’age adulte avec un pic de fréquence autour de30 ans et

55 ans, plus rarement dans I’enfance (Silman et Pearson ., 2002; Carmona et al ., 2010).

Articulation normale Articulation inflammatoire
Hypertrophie de
~ la membrane

Synoviale_ / synoviale
N

Destruction du
cartilage et
pincement de
I"articulation

\\.,

Cartilage
Capsule - <

Epanchement

Liquide articulaire du liquide synovial

Apparition
d'érosions

Os osseuses

Figure4:Articulation inflammatoire (Site internet 1)
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Synoviale

Cartilage
Capsule

Liquide articulaire

\

Inflammation et hypertrophie

de la synoviale

Figure 5:destruction de I’articulation au cours de la polyarthrite rhumatoide PR (Site internet 1)

En cas de la polyarthrite rhumatoide, les articulations touchées présentent un épanchement
de synovie mais en plus, les cellules de la membrane synoviale se multiplient anormalement,
créant un épaississement de cette membrane appelé pannus synovial (figure 5). Le pannus
synovial ou (hypertrophie) est caractéristique de la polyarthrite rhumatoide (Chandra al.,2001).

1.8.1. Facteurs étiologique

La polyarthrite rhumatoide (PR) c’est une pathologie multifactorielle. 11  résulte
d’interactions entre différents facteurs, certains environnementaux et d’autres 1i¢ au patient
(facteurs génétiques, hormonaux ou encore psychologiques. Plusieurs recherches menées sur la
PR due que le ou les antigénes responsables du déclenchement de la pathologie restent
inconnus. Le dysfonctionnement immunitaire pourrait étre di a des antigénes « endogenes »
(comme le collagene, les facteurs rhumatoides) ou « exogenes » (agents infectieux, protéines de

chocs thermiques...) (Guillemin et al.,2001).
> Facteurs génétique

Les facteurs génétiques interviennent pour 30% dans le déclenchement de la maladie.
(Menkes, et al.,2004). Une pathologie identique est observée dans 15 a 30% des cas chez
lesjumeaux homozygotes et dans 5 a 10% des cas chez les jumeaux dizygotes. Globalement, la
PR est deux a trois fois plus fréquent chez les parents de sujets atteints de la maladie (Andersson
et al.,2008).

> Facteurs hormonaux
16
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Plusieurs observations suggeérent qu’il existe une association entre des facteurs hormonaux
et la survenue de PR, la PR touche trois a quatre femmes pour un homme, de plus 1’apparition de
la maladie est plus fréquente en période péeri-ménopausique. Il est aussi souvent observé une
rémission de la maladie au cours de la grossesse, particulierement a partir du 2éme trimestre.
L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien contrdle la production des glucocorticoides
endogenes. 1l a été mis en évidence un dysfonctionnement de cet axe chez des modeles animaux
de PR (Morand et Leech., 2011). La synthése endogene de cortisol semble aussi anormalement
basse chez les patients atteints de PR ( Wilder, 996 ;Masi et al.,2000 ).

» Facteurs immunologiques

La PR est également une maladie auto-immune, cela implique un rdle prépondérant du
systéeme immunitaire dans la physiopathologie de la maladie. Plusieurs facteurs immunologiques
indiqué dans I’apparition de la pathologie comme par exemple 1’exces d’expression des
antigénes des leucocytes humains (HLA) de classe Il sur les cellules ou encore, une anomalie de

la clairance et de la solubilisation des complexes immuns (Hord ,2017).
» Facteurs environnementaux

Les variations de prévalence de la PR entre différentes zones géographiques suggerent la
présence de facteurs environnementaux. Nombreux sont les facteurs incriminés mais seuls le
tabagisme et ’exposition a des agents infectieux dont le virus d’Epstein-Barr (EBV) ont fait

I’objet d’études scientifiques rigoureuses mettant en cause leurs roles ( Oliver et Silman.,2006 ).
> Facteurs psychologiques

Il n’existe pas de terrain psychologique particulier qui prédispose a la PR. Cependant,
I’apparition de la maladie elle-méme ou une poussée peuvent étre induites par un important choc
émotionnel (deuil, accident, accouchement...). Ces notions ne sont pas a négliger car elles
peuvent orienter le diagnostic d’un rhumatisme inflammatoire. Ces phénoménes pourraient étre
expliqué par une dérégulation du systeme hypothalamo-hypophyso-surrenalien qui, comme nous
( Bacle, 2012 ;Hord ,2017).

1.8.2. Physiopathologie

La membrane synoviale est une structure de tissu cellulaire et conjonctif qui tapisse la
capsule articulaire et qui s’attache aux marges des surfaces articulaires cartilagineuses et des
structures osseuses. Elle produit le liquide articulaire qui a un role de lubrification et de

nutrition du cartilage a vasculaire, mais elle assure également 1’élimination des débris.
17
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cellulaires, elle est constituée de trois couches, la couche bordante ou intima (« lining
layer »), la couche profonde ou subintima (« sublining layer ») et la sub-synoviale.
On distingue dans l’intima et la subintima principalement deux types cellulaires de
synoviocytes, le type A et le type B ( (tokbarb et Firestein ., 2010 ; Noss et Brenner ., 2008).

Au cours de la polyarthrite rhumatoide, la membrane synoviale est le siége d’une
infiltration massive de cellules inflammatoires (lymphocytes B ou T, macrophages) pouvant
parfois s’organiser en « structure folliculaire a centre germinatif » semblables & un organe
lymphoide secondaire, d’une néovascularisation de la subintima et d’une hyperplasie de la
couche bordante liée a la prolifération des fibroblastes synoviaux. On assiste a la formation du
« pannus synovial », Véritable Iésion « tumoral-like », siége de multiples interactions
cellulaires, de production de médiateurs inflammatoires (cytokines et chémokines) et
d’enzymes matricielles (metalloprotéases) qui envahit et détruit le cartilage et les structures
osseuses adjacents. Toutes ces cellules ainsi que leurs interactions et les molécules qu’elles
secrétent vont activement contribuer a la formation et I’entretien de la synovite rhumatoide
(Bartok et Firestein ., 2010)(figure6).

Figure 6 :Membrane synoviale et synovite rhumatoide(Bartok et Firestein ., 2010)
1) La membrane synoviale normale est composée d’une couche bordante (A) et d’une couche
profonde (B) qui recouvrent la subsynoviale (S) consitutée essentiellement de tissu conjonctif et

de cellules adipeuses.

2) La synovite rhumatoide se caractérise par une hyperplasie de la couche bordante (C),
liéeprincipalement a la prolifération des fibroblastes synoviaux, par une infiltration massive de
cellules inflammatoires (lymphocytes T et B, macrophages) (D) dans la couche profonde qui sera

le siege d’une importante néovascularisation (E).

1.8.2.1.Mécanismes lésionnels de la polyarthrite rhumatoide

La synovite rhumatoide découle en quatre types de mécanismes:
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» Mécanismes enzymatiques non spécifiques par production en large quantité d'enzymes

protéolytiques (métalloprotéases dont les collagénases) qui dégradent le cartilage ;

» Mécanismes immunologiques & médiation humorale avec la production de facteurs

rhumatoides, immuno anti-I1gG.

» Mécanismes immunologiques a médiation cellulaire avec une hyperactivité des
lymphocytes T CD4+.

» mécanismes faisant intervenir diverses interleukines, en particulier IL1, TNFa et IL6
par leurs actions sur I'inflammation et la production d'enzymes protéolytiques (collagénases,
stromélysines), IL8 par son action polynucléaires neutrophiles. Par ailleurs, la production
d'1L2, d'IL4 et de I’Interféron. ( Bernard ,2006).

En plus la surproduction des espéces oxygénées activées(EAO ) sont initiés par des
cytokines produites lors de I’inflammation et les cellules phagocytaires en sont les principales
productrice méme si les cellules endothéliales, les fibroblastes et les chondrocytes peuvent
également produire des EAO. De plus, il a été montré que les EAO interviennent dans la
régulation de I’inflammation par la stimulation de la synthése de molécules d’adhérence et de

médiateurs de I’inflammation (Bernard ,2006).

1.8.3. Thérapeutiques de la polyarthrite rhumatoide

La base du traitement de la PR est médicamenteuse. Le médecin dispose de trois grandes
classes de médicaments : les anti-inflammatoires non-stéroidiens, les corticostéroides et les
traitements de fond encore appelé disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARD). La mise
en ceuvre d’untraitement de fond doit débuter sans délai, car il s’avere étre plus efficace lors des
premiers mois de la maladie. Son objectif est de ralentir la destruction ostéo-cartilagineuse et
d’améliorer le pronostic de la maladie (Carli et al., 2009 ; Guerne et al. 2005). Depuis une
dizaine d’années, les principes de la prise en charge de la PR ont pris un nouveau tournant.
Concernant les DMARDs, la stratégie de traitement est passée d’une prise en charge avec des
arréts dus a une hypothétique toxicité du produit a une approche plus agressive et continue
dépendante de son efficacité (Sokka et Hannonen, 1999). Les anti-TNF o ont commencé a étre
prescrits pour le traitement de la PR depuis 1999 (Sidiropoulo,2006).

En parallele d’une prise en charge médicamenteuse, des interventions non
médicamenteuses doivent étre systématiquement envisagées indépendamment de 1’évolution de

la PR. Selon la Haute Autorité de Santé, dans un souci de complémentarité, ces interventions
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comprennent des techniques passives comme actives complétées par des moyens physiques, des
orthéses, des attelles et des aides de marche (HAS, 2007).

1.8.3.1.Traitement médicamenteuse

>’ Anti-inflammatoires non stéroidien

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont utilisés avec succes pour le
soulagement de la douleur, la fievre et I’inflammation depuis plus de 3000 ans . Ils presentent
une grande hétérogénéité chimique résumé dans le (tableau 4) mais ils ont en commun

I’inhibition non sélective de ’enzyme cyclooxygenase (Bidaut-Russel, 2008).

Mais I’utilisation des AINS est associe a des plusieurs effets indésirables avec une

prévalence considérable de nouvelles maladies et de mortalité (Bidaut-Russell, 2001) (figure7).

l Phospholipides membranaires l

Phospholipase A2

A 4
[ Acide arachidonique I
Sumulus Scmulus
physiologique inflammatoire
COX-1 constitutive - COX-2 inductible
Estomac, rein, intescin, AINS Sites de 'inflammadion
plaquettes, endothélium (macrophages, synoviocytes. .. )
= - - PG
PGE2 PGI2 TxA2 ; Cyrtokines,
inflamma- Prowtases
CELOMmac reins plaquecttes X autres
ToOiIres
Foncrtions physiologiques: Inflarmmacion
protecuon d'organcs Doulour

Figure 7: Mécanisme d’action et effets des anti-inflammatoires non stéroidiens
(Hilda et al .,2010)

L’action anti-inflammatoire des AINS s’explique par leur faculté a inhiber la
cyclooxygénase de type et 2(COX-2) induisant ainsi une diminution de la synthése des
prostaglandines, qui sont des médiateurs de la réaction inflammatoire.(figure8).
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Figure 8: Eicosanoides, voie métabolique de la cyclo oxygénase:( Bardin et al .,2007)

Les laboratoires de I’industrie pharmaceutique ont essayé de développer des inhibiteurs
sélectifs de la cyclooxygénase de type 2 qui est une enzyme induite apres 1’exposition de
I’organisme aux stimuli inflammatoire. (Vonkeman et al., 2008). De nouveaux médicaments
avec une efficacité comparable et une meilleur tolérance gastro-intestinal ont été mis sur le
marché depuis 1’an 2000 tel que le rofecoxib (VioxxR) et le celecoxib (CelebrexR) (Weir et al.,
2003).

Tableau 4 : Exemples d’anti-inflammatoires non steroidiens (Wallace et Staats., 2004).

Classe structurale Nom scientifique Nom commercial
) Acétyle salicylique | Aspirine®
Salicylates - )
Diflusinal Dolobid®
Ibuprofene Ibuprofene®
. . Fenoprofene calcium | Nalfon®
Dérivés d’acide propénoique ) )
Flurbiprofen Ansaid®
Ketoprofen Nalfon®
Dérivés d’acide acétique Diclofenac Voltarene®
Indométacine Indocine®
Indoles Tolmetin Tolectine®
Sulindac Clinoril®
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> Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérives du cortisol présenté dans le (tableau 5). Ils représentent le
traitement le plus efficace utilisé pour le traitement de 1’arthrite rhumatoide (Payne et Adcock.,
2001). Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides endogeénes. Ils se
lient au récepteur des glucocorticoides dans le cytoplasme induisant ainsi sa dimerisation et sa
translocation vers le noyau ou il se lie a son élément de réponse sur les génes appropries. Ceci
conduit a une élévation de la transcription des genes codants pour les protéines aninflammatoires
tel que la lipocortine-1 et I’interleukine 10, avec une inhibition de 1’expression de plusieurs
genes codants pour des protéines pro-inflammatoires incluant des cytokines, des enzymes, des

récepteurs et des molécules d’adhésions (Barnes, 1998).

Tableau 5 : Principaux glucocorticoides (Henzen, 2003).

Glucocorticoide

Nom commercial

Cortisol (Hydrocortisone)
Cortisone

Prednisone

Prednisolone
Methylprednisolone
Triamcinolone
Bétamethasone

Dexamethasone

Hydrocortone®, Solu-Corte
Cortison CIBA®

Prednison Streuli®
Spiricor®t, Ultracorten®
Urbason®, Solu-Medrol®
Kenacort®, Ledercort®
Celestene®, Diprostene®

Fortecortin®, Decadron®

> Traitements de fond :

Regroupés sous le terme anglo-saxon « DMARDs » (disease-modifying anti-rheumatic
drugs), ces médicaments visent a bloquer plus spécifiquement 1’évolution de la maladie et la
progression radiologique. Leur but essentiel est de réduire I’activité de la maladie au mieux
jusqu’a I’obtention d’une rémission clinique. Le choix et I’adaptation des traitements de fond se
basent sur I’estimation de la sévérité de la maladie, leur rapport bénéfice/risque, 1’existence

éventuelle de comorbidités associées, la rapidité d’action et le coit (Smolen, Landewé, et
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Breedveld., 2013). Ils seront prescrits pendant toute la période ou ils sont efficaces et bien

tolérés. Dans cette classe thérapeutique, on distingue les DMARDs « conventionnels » et les

DMARDs « biologiques ». Les DMARDs « conventionnels » sont prescrits en premiere

intention, et le recours a la biothérapie se fait en deuxiéme intention dans les polyarthrites

séveres refractaires (échec des autres traitements de fond) mais également en présence de

facteurs de mauvais pronostic (Carliet al., 2009). Leurs principaux traitements et les effets

indésirables sont rapportés dans le tableau 6.

Tableau 6 :

Principaux traitements de fond de la Polyarthrite rhumatoide, effets secondaires,

surveillance (Cofer ,2011)

- _ ' - Principaux effets :
Medicament | Mécanismes d’action Administration - Surveillance
indésirables
Protéine de fusion
soluble Formée du
cytotoxic T
Lymphocyte Intraveineuse(1V), Infections
Abatacept associated protein 4 Céphalées Hémogramme
Mensuelle e
(CTLAY) et
immunoglobuline
(IgG1) humaine
Anticorps monoclonal | qg s_cutané (SC) Infections ++
Adalimumab | anti TNF recombinant Eruptions aux Hémogramme
humain Hebdomadaire pointsd’injection
Antagoniste du ;
_ , Sous-cutane (SC) o Surveillance
Anakinra récepteur de 1’IL-1, Neutropénie oot
. rénale
recombinant quotidienne
_ Fragment d’Ac Sous-cutané(SC)
Certolizumab- ) o He
umanisé - émogramme
pégol _ _ toutes les 2
recombinant anti-TNF semaines
Ciclosporine Immunosuppresseur - Hypertension Créatininémie
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artérielle
Toxicité rénale
Hypertrichose
Infections ++
Eruptions aux
. . ; points
Récepteur soluble du | Sous-cutané (SC) S ,
Etanercept d’injection Hemogramme
TNF ;
Hebdomadaire cytopénie
Induction
d’autoanticorps
Ac monoclonal Sous-cutané (SC),
Golimumab ) ) - -
humain anti TNF Mensuelle
Troubles
oculaires
Hydroxychlor Antipaludéen, anti Prurit Contréle
oquine inflammatoire Vertiges Ophtalmologique
Troubles
digestifs
Infections ++
Ac monoclonal Intraveineuse(1V), Hypersensibilité Hémogramme
Infliximab chimérique ++ T )
; ransaminases
anti-TNF Hebdomadaire Induction
d’autoanticorps
Diarrhée )
] Pression
o Anomalies .
) _ Antiproliferatif, o arterielle
Léflunomide - hépatiques )
Hémogramme

Immunosuppresseur

Hypertension

artérielle

Transaminases
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Nausées,
vomissements,
Orale ou toux, dyspnée, )
) ) R Hemogramme
o ) intramusculaire(l fievre, )
. Anti-métabolite, _ Transaminase
Meéthotrexate M), ou Sous Anomalies o
Immunosuppresseur ) o Créatinémie
cutané(SC) hépatiques, o
i _ Albuminémie
Hebdomadaire Anomalies
hématologiques
Infections
Ac monoclonal _ o .
o Intraveineuse(lV) | Réactionsala Hémogramme
o chimérique ) )
Rituximab _ toutes les 2 perfusion Dosage pondéral
Anti-lymphocyte B ) )
semaines Infections des Ig
CD20+
Digestifs
Eruptions )
. Hemogramme
) o _ cutanees o
Sulfasalazine Anti-inflammatoire - Créatinine

Leucopénies

Céphalées++

Bilan hépatique

Hépatite
Hépatite
Ac monoclonal _ Réactions a la
N . Intraveineuse(1V), )
Tocilizumab Humanisé perfusion
o mensuelle )
Anti-récepteur IL-6 Infections

Hyperlipidémie

SC : sous-cutane, 1V : intraveineuse, IM : intramusculaire, 1g : immunoglobuline, CTLA4 :

cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

1.7.3.1.1. Traitements médicamenteux par voie locale

Les

traitements

locaux

sont un

complément

indispensable

au traitement

médicamenteux au cours de la PR. Ils permettent en effet un soulagement rapide des
patients. Ces traitements devront étre effectués par des rhumatologues en respectant

scrupuleusement certaines reégles indispensables d’asepsie. Nous pouvons distinguer les
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ponctions infiltrations, les synoviorthéses et les lavages articulaires (Dougados et
al.,2005 ;Sany,2003).

1.7.3.2. Traitement non médicamenteuse

> Physiothérapie

Au cours de la derniere décennie, la prise en charge physio thérapeutique de la PR a
grandement évoluée. Selon Mayoux-Benhamou et al. (2008), I’intérét du travail actif a pu étre
mis en évidence, ce qui contraste avec le passé. En effet, I’activité physique était percue comme
délétére pour les patients. Hormis lors des phases de poussées inflammatoires aigués, il est
désormais démontré que les exercices actifs n’ont pas d’impact négatif sur 1’activité clinique ou
radiologique de la maladie (Carli et al., 2009; Forestier et al., 2009). Par conséquent, le trés
grand nombre de travaux effectués sur les exercices actifs, pratiqués de maniére réguliere,
démontrent un réel bénéfice sur I’endurance cardio-vasculaire, la diminution des co-morbidités,
la fonction articulaire, les capacités fonctionnelles, la force et le nombre d’articulations
inflammatoires (HAS, 2007; Baillet et al., 2010). Sachant que les affections cardiovasculaires
représentent la cause la plus fréquente de déces tant dans la population atteinte de PR que dans la
population générale, il apparait d’autant plus pertinent d’attacher de I’importance a un traitement

le plus actif possible (Vanies et al., 2010).
» Traitement chirurgical

La chirurgie a pour but de contrbler la douleur, améliorer la fonction articulaire donc
réduire le handicap fonctionnel et enfin prévenir les ruptures tendineuses et désaxassions

articulaire(Haute Autorité de Santé ,2007) Elle répond a deux principes majeurs(Nizard ,2005)

- la chirurgie conservatrice qui consiste a exciser le pannus synovial ou ténosynovial et

a stopper la destruction articulaire.

- la chirurgie non conservatrice qui « sacrifie » la fonction articulaire naturelle (réservée

aux cas de destruction articulaire majeure).
>»L’éducation thérapeutique

Celle-ci comporte une information sur la nature de la maladie et son potentiel destructeur,
le mécanisme d’action et les effets indésirables des médicaments, I’adaptation de la vie sociale et

des loisirs, I’aménagement des conditions professionnelles en accord avec le médecin du travail

26



Chapitre | : Inflammation et polyarthrite rhumatoide

(et éventuellement la reconnaissance du statut de travailleur handicapé), enfin I’information de

I’existence d’associations de malades atteints de PR (Fautrel et al., 2004).
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Figure 9:Algorithme de prise en charge de la PR en 2014 selon les recommandations de la

Sociéte frangaise de rhumatologie( Gaujoux-Viala et al.,2014)
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Chapitre 11: Phytothérapiedel’inflammationdueala polyarthrite rhumatoide

I1.1.Plantes médicinales et I’arthrite

Les plantes médicinales sont tres utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde
pour le soulagement des maladies inflammatoires tel que I’arthrite rhumatoide, 1’asthme, la
bronchite 1’eczéma, 1’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres gastriques et duodénaux
(Setty et Sigal, 2005 ; Wiart, 2006) il ya quelques plantes médicinales traditionnelles utilisées
dans la PR résumé dans le tableau 6.

L’activité anti-inflammatoire de ces plantes revient a leur contenue en métabolites
secondaires doués d’activités Dbiologiques; polyphénols, stérols, alcaloides, saponines,
coumarines, terpenes et polysaccharides...etc. Des études menées in vitro et in vivo ont démontré
I’effet anti-inflammatoire d’un grand nombre de ces plantes ainsi que le mécanisme d’action de

plusieurs d’entre elles.

Les substances actives des plantes peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction
inflammatoire en inhibant le métabolisme de 1’acide arachidonique, les mécanismes de
transduction du signal impliques dans 1’activation des cellules inflammatoires, la synthése des
cytokines pro inflammatoires, 1’expression des molécules d’adhésion, 1’activation du facteur
nucléaire kappa-B et la production des espéces oxygénées réactives ((Duwiejua et Zeitlin.,
1993). Dans ce contexte, plusieurs exemples de plantes peuvent étre cités :

«»Baccharis trimera (Guayapi Tropical)

une plante médicinale utilisée pour le traitement du rhumatisme. Elle contient un

diterpenoide qui montre une inhibition importante de la phospholipase A2 (Januario et al., 2004).
«Urtica dioica (ortie)

C’est une plante trés utilisée dans la région mediterranéenne pour le soulagement de la
rhinite allergique, 1’eczéma et les douleurs arthritiques. Les extraits de 1’ortie inhibent la
dégradation protéolytique de I’inhibiteur I kappa-B (Ik-B), ce qui empéche 1’activation du
Facteur nucléaire kappa-B (Lin et al., 1995). Une autre activité des extraits de
I’ortie est I’inhibition du facteur de transcription AP-1. Des études antérieures ont montré que
I’inhibition de 1’ Activating Protein-1 (AP-1) prévient I’arthrite induite par le collagene (Setty et
Sigal., 2005).

«»Curcuma longa (curcuma)
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Il contient un pigment jaune appelé curcumine, un polyphénol qui inhibe la production de
la prostaglandine E2 et I’expression de la cyclooxygénase 2 (Madden et al., 2009). Le curcumine
inhibe aussi 1’expression des génes de L’IL-6 et de L’IL-8 et diminue de maniére dose
dépendante la production de monoxyde d’azote (NO) et I’expression de ’enzyme NO Synthase
(NOS) inductible (Jurenka, 2009). Le curcumine inhibe également le facteur nucléaire kappa-B
(Aggarwal et Sung.,2008).

s*Zingiber officinale(gingembre)

Il contient un grand nombre de constituants; gingerol, beta caroténe capsaicin, acide
caféique et curcumine, dont I’activité anti-inflammatoire est bien évidente. Les extraits du
rhizome du gingembre sont de puissants inhibiteurs de la synthése des prostaglandines et des
leucotrienes, comme ils inhibent la production du TNF-a en agissant sur I’expression des génes
(Setty et Sigal., 2005).

«Arnica montana (Arnica)

C’est également tres utilisée pour le traitement des cedémes et des meurtrissures. Son effet
anti-inflammatoire revient a ces sesquiterpenes lactones tel que le helenaline et le
dihydrohelenaline qui inhibent I’activation du facteur de transcription du Facteur nucléaire

kappa-B, impliqué dans la transcription de médiateurs pro inflammatoires (Wiart, 2006).
<»Harpagophytum procumbens

C’est une plante issue de la médecine traditionnelle africaine. Son activité anti-
inflammatoire a été largement investiguée in vivo et in vitro. Cette plante réduit
significativement 1’cedéme de la patte induit par le carragénine (Catelan et al.,2006). Elle inhibe
la synthese des eicosanoides, comme elle inhibe la production du TNF- o par les monocytes
humains. Elle réduit également la production de la myelopéroxydase par les neutrophiles et

bloque la synthése de la prostaglandine E2 (Setty et Sigal., 2005).
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Tableau 7 : Exemples de plantes médicinales anti-inflammatoires (Erdemoglu et al., 2003)

- ) Partie Nom -
Nom scientifique Famille _ Utilisation
utilisee commun
Helleborus orientalis | Ranunculaceae Racines Lenten-rose | (Edémes, douleurs
L. rhumatismales
Urtica dioica Urticaceae Feuilles, Ortie Rhinite allergique,
Racines eczema,
goutte,
Douleurs rhumatismales
Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,
officinalis R. douleurs
d’estomac, hémorroides
Nerium oleander L. Apocynaceae Fleures Laurier Douleurs, maux de téte
rose
Rhododendron Ericaceae Feuilles Rhododend | (Edémes, états grippaux,
ponticum L. ron mal de dents
pontique
Juglans regia L. Juglandaceae Feuilles, Noyer Douleurs rhumatismales,
fruits commun fievre, eczéma. Malaria
Oenothera biennis Onagraceae Graines Onagre Douleurs rhumatismales,
bisannuelle
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11.2. Etude de la plante sélectionnée

11.2.1.Historique

La salvadora persica (Miswak ou Arak) existe depuis les temps anciens. Elle est
utilisée par les Babyloniens, il y a quelques 7000 ans, par la suite son usage s’est rependu
chez les Grecs et les Romains, les Egyptiens et les Islamistes. Aujourd’hui, se retrouve
encore le miswak en Afrique, en Amérique du sud, en Asie, au Moyen-Orient, notamment

en Arabie Saoudite et partout dans les pays musulmans (Khalid et al., 2002).

11.2.2. Description botanique

Arbuste ou petit arbre a feuilles opposées, a inflorescences en longues grappes plus ou
moins rameuses ; fleurs tétramétre, a calice cupuliforme, a pétales courts vert jaunatre, a
étamines altérant avec des staminodes en forme de courtes dents ; drupe ovoide a endocarpe,
crustacé et a une seule graine (Ozenda, 1983). Arbuste plus ou moins, sarmenteux ou petit arbre

a fat mal conformé, a cime étalée et assez dense, de (4-5-9) m de haut.

Les feuilles sont presque charnues; glabres, vert glauque, ovales lancéolées a elliptiques,
de (3-12x1, 5-7) cm a sommet, acuminées ou obtus, parfois mucron, a base aigue ou arrondie
(figure 10).

Ecorce lisse a peu rugueuse puits plus ou moins écailleuse, blanc verdatre devenant gris
clair, a tranche jaunatre a rose pale. Les rameux sont glabres, portant des cicatrices entre les

feuilles, gris verdatre, striés dans la longueur (figurell).

La nervation est pennée, irréguliére, peu saillante sur les deux faces, a (6- 8) paires de
nervures secondaires devenant plus ou moins paralleles au bord du limbe. Le fruit est une baie
globuleuse, glabre, portant le reste de stylet au sommet et le calice persistant a la base d’environ

6 mm de diametre, rouge a maturité (figure 12) (Arbonnier, 2002).

Elle est présentée en gros buissons touffus tranchant sur le reste de la végétation par sa
belle couleur d’un vert tendre. Il est, sarmenteux, enchevétrant ses branches dans un fouillis
inextricable. L’écorce a une tonalité blanche et ses feuilles sont toutes glabres ; les feuilles sont
vert clair et deviennent plus foncées en vieillissant, ce qui en fait distinguer deux formes par les
habitants (Carvalho et Gillet., 1960).

11.2.3. Classification et systématique
Le nom scientifique est Salvadora persica (Lindl). Elle est connue sous plusieurs noms

vernaculaires résumés dans le tableaux suivant :
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Tableau8 : Noms utilisées de salvadora persica

nom arabe
nom Anglais
nom francais
nom indien

Nom tamahaq

arak, siwak

toothbrush tree

arbreacure-dents

Jhak

Téhok

La classification Systématique de salvadora persica est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 9: Classification et systématique de Salvadora persica

Embranchement
Sous embranchement
Classe

Famille

Genre

Espece

Spermatophyta
Angiospermae
Monocotyledoneae
Salvadoraceae
Salvadora

Salvadora persica (Ozenda, 1983)
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Figure 10: Feuilles de Salvadora persica Figure 11: Ramaux de Salvadora Persica

(site intrent2) (site intrent2)

Figure 12: Fruits de Salvadora persica Figure 13 : Racine de Salvadora persica

(site intrent2) (site intrent2)

11.2.4. Répartition géographique

Origines: Algerie , Angola, Cameron , Tachad , Egypte , Erthreé , inde liran Israel ,
jordanie , kenya , Jamahria arabe libenne , Malawi , Mali , Mauritanie , Mozambique , Niger ,
Nigeria, Oman Pakistean Arabie saoudite, Sénégal, Somalie, Afrique du sud, Srilanka, Soudan,
République arabe syrienne, de la tansanie, L’ouganda,Yémen, Reépublique de Zambie
,Zimbabwe ( Carli et al . ,2009) (figurel4) .

Salvadora persica se trouve surtout sur les roches un peu humides et les berges des
ravins (Ozenda, 1983). C’est une espece soudano-déccanienne. Elle se trouve dans tout le
Sahara central: Hoggar et Tibesti, en Arabie, en Iran et en Inde, se rencontre en Mauritanie
dans toute la vallée du fleuve ou elle parséme le paysage de tdches de verdure pendant la
période de sécheresse (Abdellahi, 2001).

Dans la région de Tamanrasset, Salvadora persicase se retrouve dans les ravins des
montagnes, lits sablonneux, limoneux des des Oueds; dans 1’étage tropical ; Mouyddir: gorges

d’Arak, 700m, ; Ahnet: oued Talohaq (chaude eau), Hoggar: Oued silet; sud de Tamanghasset,
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Oued titi, oued Ighighi (chaude eau); Oued Terroumout, 1500-1600m, ; Tassili-n-Ajjer: Oued
Issadilen (Dr Rone) Oued Miheroi, Oued Irerer (Bary), Afara —n- ouecheran (Duveyrier); Oued
Tidjoudjelt (Guiard) (Renie, 1933).

Figurel4: Localisation géographiques de salvadora persica ( Site internet 3)

11.2.5. Utilisation traditionnelle

La salvadora persica est utilisée dans différents traitements de maux. Les branches
servent a confectionner des cures dents. Les feuilles bouillies dans du leben (lait aigri) et
additionnées de poivre sont employées pour le traitement des coryzas et des rhumes
(Renie, 1933). Elles sont utilisées pour les traitements pour la toux, la bronchite, 1’asthme,
les flatulences et la dyspepsie. Les racines sont efficaces comme une vermifuges et utilisé
contre la fievre, les céphalées, le rhumatisme. Le décocte des rameaux et feuilles serait
efficace contre la dysurie. La poudre d’écorce des racines est utilisée dans le traitement de
I’ictére, le fruit pour la fertilité féminine (Arbonnier, 2002). La salvadora persica est également
efficace pour I’anémie post paludique, inflammation des voies respiratoire et maladies

hépatiques (Abdellahi, 2001).

La plante a encore des utilisations médicinales selon Ibn-Elkaiem dans son livre AlTib
Alnabaoi (1983)

- Elimine la mauvaise odeur et améliore le sens du goit ;
- Aiguise la mémoire ;

- Aiguise l'intelligence ;

- Elimine la glaire ;

- Empéche la carie dentaire ;

- Est une cure pour les maux de téte ;
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- Elimine les maux de dents ;

- Enléve la couleur jaunatre de la dent ;
- Facilite la digestion ;

- Eclaircie la voix ;

- Facilite l'appétit;

» Utilisation contre les insectes

Selon Mamadou (2007), certaines plantes, telles que la Salvadora persica, sont

toxiques au criquet pélerin.
» Utilisation contre les bactéries

D’aprés les travaux des scientifiques Akinrimisi et Askpata (1977), Fadulu(1975),
Taiwo et al. (1990), Wolinsky et Sote (1983) sur Salvadora percica prouvent que 1’extrait
aqueux a un effet sur les bactéries de la cavité buccale qui provoquent la carie
dentaireprincipalement Streptococcus sobrinus et Streptococcus mutans. Ces effets empéchent
les bactéries a produire les acides et les enzymes nuisibles (Al-Aetbi, 2006). D’autres travaux sur
les huiles essentielles de Salvadora persica montrent qu’elle a une activité antimicrobienne
(Alalli et al., 2005).

> Utilisation analgésique

Mansour et al.(1996) ont étudié l'effet analgésique de la décoction miswak lorsqu'il est
injecté chez la souris. lls ont trouvé que le miswak était plus efficace contre les stimuli
thermiques que contre les stimuli chimiques et agit également comme un analgésique.
(Darmine,et al .,2006 ; Baeshen et al.,2008).

> Activité antimycotique

Des extraits aqueux de miswak pourraient étre utilisés pour réduire la croissance de
Candida albicans. Une telle inhibition dure jusqu'a 36 h a des concentrations de 15% et plus et
plus. a un effet fongistatique.(Al-Bagieh et al.,1994).

> Autres utilisations

Les rameaux feuillés sont mangés par les chameaux, les chevres et les moutons; et les

indigenes recherchent les fruits qui sont comestibles (Renie, 1933). Et selon Bronnier (2002):
- Les feuilles et les grains fournissent une graisse utilisée pour 1’éclairage;
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- Le bois est blanc et tendre sert a fabriquer des selles et des bats pour anes et chameaux ;

- Les feuilles ont un godt acidulé sert a la fabrication des condiments et aromates;

- Les racines: ajoutées au tabac a priser;

- Les écorces : vésicantes, vernis ;

- Les graines sechées de Salvadora persica contiennent 30 a 40% de pétrole qui est d’une

grande importance économique.

L’huile purifiée est utilisée dans la fabrication de savon et de détergents industriels
comme un substitut de I’huile de noix de coco. Elle est exploitée par diverses entreprises
comme Godrej savon Ltd, Tata pétrole Mills, et Hindustan Lever Ltd etc., (Zodape et
Indusekhar., 1997).

Salvadora persica aussi contribue a la formation de biomasse sur pied, donc
la création d’une réserve de la fécondité dans les sols sablonneux des lacunes en la matiére
organique et en élément nutritifs. La régénération végétative a partir de la racine de drageons
créée des arbres dans de grands résultats taillis de 1’espéce dans le paysage. La densité de la
canopée et le sens latéral et vertical extension du systéme racinaire de protéger le sol de 1’érosion
éolienne et d’air comme un brise-vent dans le désert (Tomar et al., 1998). Ellepeut étre cultivée
pour la restauration des sols trés salins(Kapoor, 1998). Elle est donc suggérée pour des

plantations dans les zones touchées pour leur remise en état (Tewari et al., 1997).

11.2.6. Utilisation a travers le monde
Des recherches scientifiques spécifiques pour la santé buccale confirment que la

Salvadora persica est d’une large utilisation dans le monde :

- 90% des nigériens et les habitants des campagnes de Tanzanie et Zanzibar ;
- 50% des saoudiens;
- 65% dans les Indes;

- Plus de 50% des pakistanais (Al-Aetbi, 2006)

11.2.7. Etude phytochimique Salvadora persica
Plusieurs études se sont penchées sur la composition chimique de Salvadora persica. Il en
ressort que cette plante selon 1’étude de Salah Al Din Al Hanafie a I'université Dimachk en 1962

et D. Taha Rababaa a I’université de Londres (1988), contient notamment:

- Des sels minéraux

- Des ions de sulfure

37



Chapitre I1: Phytothérapie de I’inflammation due a la polyarthrite rhumatoide

- Des ions de chlore

- Du charbon

- Du calcium

- Du sodium

- Du fer,

- Du phosphate,

- Des cristaux de silice a 4% de la masse séche,

- Des sucre : des hexoses et des pentoses et d’amidon et du glucose,
- Du fluoride : renforce la dureté des dents,

- Des alcaloides comme salvadourea : ¢’est un calment.

- Des huiles essentielles a 1%, ont un effet désinfectant (Al-kdaa, 1996).

Des études ont également permis de mettre en évidence la présence de quatre
benzylamides. Ces composés auraient un effet inhibiteur de I’agrégation plaquettaire chez
I’Homme et une action antibactérienne d'intensit¢ modérée (Khalil, 2006).Des analyses de
composés volatiles d'extraits bruts de Salvadora persica ont révélé la présence d'acide oléique,
d'acide linoléique et d'acide stéarique a l'intérieur de la plante. La méme étude a permis
I'identification de plusieurs composés de bas poids moléculaire dont la plupart sont de simples

métabolites secondaires (Howaida et al., 2003).

L'huile essentielle de Salvadora persica obtenue par hydrodistillation de tiges de la
plante contient des monoterpenes et des sesquiterpenes. Ces composés jouent un role dans les
mécanismes de défense du végétal, sont responsables des propriétés odoriférantes de la plante et
peuvent interagir avec la lumiére. On retrouve également entre autres des flavonoides (source
importante d'antioxydants), des hétérosides (a I'origine de nombreux médicaments), des acides
gras, des stérols, des phénols et un alcaloide indole, la salvadoricine (Alali et al., 2005 ; Akhtaret
al.,2011).

Des chercheurs de [I'Institut Karolinska de Stockholm ont analysé les substances
antimicrobiennes contenues dans I’huile essentielle issue des racines de Salvadora persica.
Celle-ci contient des ions thiocyanate, et 1’agent actif principal est le benzyl
isothiocyanate,(BIT), qui posséde une activité bactéricide rapide et puissante, particuliérement
sur les bactéries Gram-négatives a l’origine des maladies parodontales (Sofrata et al,
2011).L’écorce séchée de Salvadora persica contient de la triméthylamine, de la salvadorine, des

chlorures, de la résine, des quantités élevees de fluor et de silice, du soufre, de la vitamine C et
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des petites quantités de tanins, de saponines, de flavonoides et de stérols (Al Sadhan et al.,1999 ;
Mariod et al.,2009).
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Chapitre I: Matériel et Méthode

. Matériels

I.1. Zone d’étude (Tamanrasset)

Située a I’extréme Sud du Pays, la Wilaya de Tamanrasset s’étend sur une superficie de
557906,25Km?soit le ¥ du territoire national avec une bande frontaliére de 1200 Km (Agence
Nationale de Développement de I’Investissement, 2014). Elle est limitée : Au Nord, par la
Wilaya de Ghardaia. Au Nord-est, par la Wilaya d’Ouargla. A 1’Est, par la Wilaya d’Illizi. A
I’Ouest, par la Wilaya d’Adrar. Au Sud-est, par le Mali. Au Sud-ouest, par le Niger

(Agence Nationale d’Intermédiation et de Régulation Fonciere, 2011).

Foggaret
Ezzaouia

Abalessa

“'s“

Figure 15: Présentation géographique de la zone d’étude Tamanrasset (Agence Nationale de

Développement de I’Investissement, 2013)

1.2. Matériel végétal
La plante étudiée salvadora persica a été recoltée pendant le mois de Décembre 2017 au
Sahara algérien dans la région de Tamanrasset. Les échantillons sontséchés a I'abri de la lumiere

et d’humidité, a la température ambiante jusqu’a I’utilisation.
1.3. Matériel animal

1.3.1. Présentation des animaux
Dans cette étude nous avons utilisé 30 rats femelles de type Wistar Albinos de
I’Institut Pasteur d’Alger (I.P.A.). Pesant entre 190mg et 253mg au début de

I’expérimentation.
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1.3.2. Condition d’élevage

Les rates ont été séparées dans des cages aléatoirement. Ils ont été libres et acces a I’eau
et ’alimentation (mais, son de bl¢). Ces rates ont été¢ soumises a une période d’adaptation de
deux semaines, aux conditions de ’animalerie; a une température de (22°C). Sur la base des

cages est déposée une épaisse couche de copeaux de bois renouvelée deux fois par semaine.

1.4. Produits chimiques et réactifs

Alcls; Folin Ciocolteu; 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH); acide ascorbique;
acide galique; quercetine; gélatine; molybdate; acide sulfurique (H2S04); TPTZ
(tripyridyltriazine); Fecls; acide acétique; acétate de sodium; sérum physiologique 0.9 %;
méthanol; formol 2%; liquide de Fehling; bicarbonate de sodium; HCI; acide sulfurique ;sérum

bovine humain(BSA) ,tampon phosphate.
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1. Méthode

11.1. Extraction des polyphénols
Deux méthodes différentes ont été utilisées dans le but de préparer les extraits phénoliques

de la plante étudiée.

I1.1.1. Préparation d’extraits méthanoliques

Les parties ariennes et les racines ont été broyées en poudre fine, puis ont été extraites
avec 100 ml de méthanol pendant 72 h selon Firas et al. (2007), ensuite les extraits ont été
filtrés a l'aide d’un papier Whatman. Les filtrats des extraits ont été retirés a l'aide d'un
évaporateur rotatif sous vide a 60 ° C pour donner I'extrait concentré. Les extraits ont été stockés

dans des flacons stériles étiquetées et conservées au congélateur a 6C°.

I1.1.2. Préparation d’extraits aqueux

Les extraits aqueux de la partie aérienne et racine de Salvdora persica ont été préparés par
infusion pendant 30 munites dans 100 ml d’eau distillée déja chauffé a 100C°, jusqu'a
épuisement total (Firas A et al.,2007). Ensuite les extraits ont été filtrés a l'aide d’un papier
Whatman n ° 1. Les filtrats ont été évaporés comme précédemment. La figure 16 résume les

différentes étapes du protocole expérimental.
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Figure 16: Protocole de préparation de différents extraits

11.1.3. Détermination du rendement

Le rendement d’extraction des différents extraits a été déterminé selon la formule suivante :

R % =(PEB/PMV ) x 10

R : Rendement.

PEB : Poids de I’Extrait Brut (g).
PMYV : Poids de matiére végétale (g).
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11.2. Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques sont réalisés sur 1’extraits aqueux de salvadora persica et les
extraits méthanoliques; dans le but de mise en évidence I’existence de quelques métabolites

secondaires:
*Recherche des alcaloides

Iml d’extraits végétaux aqueux et méthanoique sont additionné d’une goutte de HCI
concentre, la solution obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un
précipité ou d’une coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al.,

2007).
«*Recherche des polyphénols

2mL de chaque extrait est ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique
(FeCI3) a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques.

L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (Bidie et al., 2011).
**Recherche des flavonoides

Pour mettre en évidence les flavonoides, la réaction dite a “’la cyanidine’’ ou (réaction de
Shibata) a été utilisée. 2mL de chaque extrait a été repris dans SmL d’alcool chlorhydrique (4ml
EtOH + 1ml HCI concentré). En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de

chaleur puis une coloration rose-orangée ou violacée est apparue (Békro et al., 2007).
«*Recherche des polyterpénes et des stérols

A 5Sml d’extrait végétal ajouter quelques gouttes d’anhydride acétique dans un tube a
essai. Puis additionner 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. L’apparition d’une couleur rouge
intense indique la présence des terpénes et verte foncée indique la présence des stérols (Bagre et
al., 2007).

«»Recherche des saponosides

Pour mettre en évidence les saponosides, introduire Iml d’extrait végétal dans un tube a
essai. Apres avoir agité pendant quelques minutes, la hauteur de mousse supérieur a 1cm et

persistante aprés 15min de repos indique la présence des Saponosides (Bidie et al., 2011).
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<*Recherche des stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par 0,5ml
de H2SO4 concentré. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la présence de
stéroides non saturés. Dans un 2eme tube, le méme volume de H.SO;4 est ajouté. La présence de

la couleur rouge indique la présence des derives des stéroides (Harborne et al., 1973 ;al., 1989).
“*Recherche des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits végétaux par le réactif de
Fehling. Pour 5ml d’extraits bruts sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un
précipité rouge brique apres 2-3min de chauffage au bain-marie & 70°C indique une réaction
positive (Békro et al., 2007).

11.3. Détermination des teneurs en principes actifs

11.3.1. Dosage des polyphénols

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (HsPMo012040), il est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne(MosO23). Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne

un maximum d’absorption environs 750- 765nm (Bonnaillie et al., 2012).

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits phénoliques a été déterminée selon
La méthode de Folin-Ciocalteu. A 200ul de chaque solution d’extrait est ajoutée 1ml de réactif
de Folin Ciocalteu (1/10) puis 0,8ml d'une solution de bicarbonate de sodium (7,5%) a été
ajoutée. Apres 30min, le contenu phénolique a été mesuré a 765nm avec UV-Vis

spectrophotomeétre (Muorela, 2005).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par I'acide gallique a différentes concentrations (20 -
100 pg/ml), dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimes en g
équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (ug d'EAG/mg). Toutes les mesures sont répétées
3 fois (Bonnaillie et al., 2012).

11.3.2. Dosage des flavonoides
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides

forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait
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que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygeéne de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’électrons (Zhishen et al, 1999).

La courbe d'étalonnage a été tracée en prenant la quercetine comme un standard a
différentes concentrations mg/ml), dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions

que les échantillons, le test est répété 3fois.

11.3.3. Dosage des tannins

La détermination de tannins dans les différents extraits a été réalisée par la méme
méthode de Folin Ciocalteu aprés précipitation des tannins par la gélatine selon la procédure
décrite dans Adewusi et al (2011).200ul de chaque extrait sont homogénéisés avec 200mg de
gélatine dans 200ul d’cau distillée, Le mélange tannin- gélatine est laissé pendant 15min a 4°c,
ensuite il est bien mélangé par un vortex et filtré par papier Whatman n°1.

Les composés phénoliques non adsorbés (constituant le surnageant) sont dosés par la
méthode de Folin Ciocalteu comme précédemment décrit aprés qu’on compléte le volume
prélevé a partir de surnageant 150l a 1ml. Les valeurs obtenues sont soustraites de la teneur en

polyphénols totaux et exprimé en pg équivalent d’acide gallique par mg d'extrait sec.
I1.4. Evaluation de I’activité antioxydante

11.4.1. Test de phosphomolybdate (PM)

Le test du pouvoir réducteur du phosphomolybdate est un essai direct qu’on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la
réduction des molybdates en molybdéne en présence des extraits en donnant une coloration verte
détectable par I’ UV a une longueur d’onde de 695nm (Prieto et al., 1999).

Mettre Iml de chaque solution d’extrait végétal dans un tube a essai; Ajouter 1 ml de
solution de molybdate et incuber le mélange dans un bain marie a une température de 95°C
pendant 90min. apres on le laisse refroidir a température ambiante, puis on mesure I’absorbance

a une longueur d’onde égale a 695nm.

Les différents extraits ont été traités de la méme fagon et pour tracer la courbe d’
étalonnage en prenant I’acide ascorbique comme un standard comparatif a différentes

concentrations (0.2-1 mg/ml). Le test est répété 3 fois (Jayaprakasha et al., 2006).
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11.4.2. Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)

Lorsqu'une solution de DPPH (de couleur violette initialement) est mélangée avec celle
d'une substance qui peut donner un atome d'hydrogene, alors cela donne naissance a la forme
réduite (2) avec la perte de la couleur violette (bien qu'il y aurait devrait étre une couleur jaune
pale résiduelle). Représentant le radical par Ze et la molécule donneuse par AH, la réaction
primaire est Z¢ + AH =ZH + A« (figure 17).

Ou ZH est la forme réduite et A * des radicaux libres produit dans cette premicre étape.
Cedernier radical sera ensuite soumis a d'autres réactions qui contrdlent la steechiométrie globale,

qui est le nombre de molécules de DPPH réduites (décolorée) par une molécule du réducteur

(Molyneux, 2004).
e . O
/ /

O,N N—N 03N N—N

1: Diphenyipicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylipiceylhyvdrazine (nonradical)

Figure 17 : Structure de DPPH et DPPH ¢(Molyneux, 2004)
A 50ul de chaque solution d’extrait a différentes concentrations (100mg-ml-1000mg/ml)
est ajouté 1ml de la solution méthanolique du DPPH a 0.01M. Parallelement, un controle négatif

est préparé en mélangeant 50l de méthanol avec 1ml de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm apres 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un

antioxydant standard.

Pour tracer la courbe d'étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (100-1000 pg/ml), dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons, le test est répété 3fois.

11.4.3. Test de réduction du fer (FRAP Assay : Ferric Reducing Antioxidant Power)
Cette méthode correspond a la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(l1l)-

TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(11)-TPTZ) 2] par un antioxydant (RH), a
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a un pH bas pour maintenir la solubilité du fer. (Fe (Il) -TPTZ a une couleur bleu intense et peut
étre contrélé a 593 nm (figure 18) (Réka et al., 2002).
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Figure 18: Réaction d’essai de FRAP (Tomasina et al., 2012).

Mettre 50ul de chaque solution d’extrait (1mg/ml) dans un tube a essai, ajouter 1.5 ml de
réactif de FRAP fraichement préparé ensuite lire I’absorbance aprés Smin a 593 nm contre un

blanc de réactif.

Pour tracer la courbe d'étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard
comparatif, a différentes concentrations (20- 100ug/ml) mg/ml. Le test est répété 3 fois.
(Huang et al., 2005).

I1.5. Expérimentation animale
Aprés une période d’adaptation, les rates ont été réparties en six lots de cing rates.
L’identification individuelle des rates se fait par numérotation au niveau de la queue. La figure

19 résume les différentes étapes du protocole expérimental.
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Figure 19 : Protocole expérimentale

N: groupe Normale expérimentale.

R1100 : groupe regu I’extrait racine infusion a la dose 100mg par voie orale.

R1300 : groupe regu I’extrait racine infusion a la dose 300 mg par voie orale

AI300 : groupe regu 1’extrait aérienne infusion a la dose 300 mg par voie orale

DI : groupe regu Diclofenac de sodium a la dose 10mg par voie orale.

CT : groupe contr6le non traité.
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I1.5.1. L’induction de I’arthrite par formaldéhyde

L'induction de I’arthriteexpérimentale chez les rates en utilisant des produits chimiques
qui provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques responsables du processus
inflammatoire. Cette réponse inflammatoire induite est bi phasique dont la phase initiale (=1
heure) est due a la libération de I’histamine et de la sérotonine, la bradykinine est libérée au
cours de la deuxieme phase (1,5-3 heures), et la biosynthése des prostaglandines intervient apres
la troisieme heure (Reanmongkol et al.,2009). Ces médiateurs sont responsables de I’cedéme

localisé et la sensation de la douleur (Mansour, 2015).

L’induction de DParthrite a été effectuée par l'injection d’une solution de formaldéhyde
a 2% (0.1ml) sous I’aponévrose plantaire de la patte postéricure gauche des rates (Alamgeer, et
al.,2015). Avant I’injection, les rates ont été préalablement mises a jeun pendant 17h avec accés

libre a I’eau.

L’injection de formaldéhyde (0.1 ml/rats; 2%) sous I’aponévrose plantaire de la
patte gauche des rates a été réalisée aprés 30 minutes avant I’administration du traitement, et
été¢ effectuée deux fois, une dans le premier jour et l'autre dans le troisiéme jour de

I’expérience (figure 20).

Figure 20: Injection de formaldéhyde 2% sous 1’aponévrose plantaire de la patte gauche
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11.5.2. Traitement des rates

Les rates ont été réparties en 6 groupes de 5 rates chacun; la répartition et le

traitement des rates est résumé dans le tableau ci-apres:

Tableau 8: Traitement des rates

N (Normal L
Groupe / / /
experimental)
CT (Control non
/ / ++ + /
traité)
Diclofenac
DI (standard I) de sodium Voie orale +++ 10 mg/ kg
(comprimé)
R1100(racine Racine )
o o Voie orale +++ 100 mg/kg
infusion infusion
R1300(racine Racine )
- - Voie orale +++ 300 mg/kg
infusion) infusion
AI300(Aérienne | aerienne _
o Voie orale +++ 300 mg/kg
infusion) infusion
/ : Non traité + + + : injection - - - : pas d’injection

11.5.3. Parameétres suivis au cours du traitement

«»le poids: Le poids vif des animaux est mesuré tous les jours a 1’aide d’une balance

Sartoriuspreécision: 0,01 g)
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I1.5.4. Photographie de la patte gauche (cedémateuse) des rates
Les prises de vue ont été effectuées a J1, J4 et J8 et 10j de I’expérience, I’instrument
utilisé est un appareil photographique numérique FUJIFILM FinePix JX600 (14MEGA

PIXELS), equipé de macro zoom.
< Evolution de I’cedéme

Le suivie de 1’évolution de I’cedeme est fait par mesure du diametre de la patte gauche
(mm) de chaque groupe pendant les jours 1j,2j ,4j, 6] ,8j ,10j de la période de I'essai (10 jours) a

I’aide d’un pied a coulisse manuelle (figure21).

Figure 21: Détermination du diametre de la patte gauche

11.5.4.Sacrifice et préparation des prélévements

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit. La
mesure de I’cedéme et le poids des rates dans le dernier jour du traitement sont notés. Ensuite
elles sont sacrifiées par décapitation, le sang a été immédiatement recueilli dans trois tubes

différents.

I1.5.5. Dissection et prélévement d’organes

A la fin de I'expérience, et aprés prélévement sanguin les rates ont été sacrifiées, les pattes
postérieures ont été coupées et laver par I’eau physiologique puis pesées immédiatement a 1’aide

d’une balance de précision. Puis placées dans le formole a 10%dans des flacons stériles.
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11.6. Méthodes de dosage

11.6. 1.Dosage de la CRP

La protéine C- Réactive (CRP) c’est une protéine hépatique de la phase aigué de
I’inflammation elle est considéré comme un acteur clé de I'immunité innée et elle est reconnue
comme le marqueur le plus important de la réponse inflammatoire (Tupuy et al., 2003) Le
dosage de la CRP s’est effectué selon le test immuno-turbidimitrique au niveau du laboratoire
d’analyses médicales IBEN SINA .

Principe

Le CRP-LATEX est un test d'agglutination est basé sur la détection quantitative et semi-
quantitative de protéine C-Reéactive (CRP) dans le sérum des rates. Les particules de latex
couvertes d'lgG humain anti-CRP sont agglutinées quand ils sont mélangés avec des échantillons
contenant CRP (Pepys, 1981).

Le CRP est présent dans le serum normal, qui augmente significativement aprés la plupart
des formes de blessures des tissus, des infections bactériennes et virales, I'inflammation et

néoplasie malveillant.
Mode opératoire

Dans la boite (Spinreact) on a 3 réactifs : le réactif CRP, le control positif et le control
négatif. On dépose une goutte de controle positive (50 pl) sur le cercle 1de la plaque de réaction,
une goutte de contrdle négative (50 p 1) sur le cercle 2 de la plaque de réaction et une goutte
(50ul) de chaque sérum non dilug, sur les cercles suivants; puis on additionne une goutte (50 pl)
du réactif CRP sur chaque cercle. Le mélange réactionnel est homogénéisé dans chaque cercle a
I’aide d’un strie, en I’étalant sur toute la surface du cercle .un mouvement de rotation et réalis¢ a
la plagque ensuite I'agglutination est examinée pendant une période n'excédant pas 2minutes(Lars-
olofhanson et al; Pepys, 1981 ;Chetana ,1996 ;Yoshitsugy et al.,1987 ;Yamamotoet
al., 1993 ;Charles et al.,1984 ;Young ,1995).Les Résultats qui peuvent étre obtenu sont:

L’absence d’agglutination indique un niveau de CRP dans 1’échantillon inférieur a 6mg /1.
En cas d’agglutination on peut faire un test de dilution. C’est une technique semi quantitative qui
consiste a établir une série de dilutions du sérum (1:2,1:4,1:8,1:16,1 :32) avec une solution
de sérum physiologique; puis tester chaque dilution selon le protocole décrit précédemment. Le
taux du sérum CRP, exprimé en mg/l, est obtenu en multipliant ’inverse de la derniére dilution

donnant une réaction faiblement positive, par le seuil de sensibilité de la technique (6mg/l)(Lars-
55



Chapitre | : Matériel et Methode

olofhanson et al; Pepys, 1981 ;Chetana ,1996 ;Yoshitsugy et al.,1987 ;Yamamotoet
al.,1993 ;Charles et al.,1984 ;Young ,1995).

11.6.2. Dosage du facteur rhumatoide(FR)

En 1937, Erik Waaler découvre dans le sérum d’un sujet atteint de PR un facteur
provoquant l'agglutination des globules rouges sensibilisés par du serum de lapin anti-sérum de
mouton. Ce facteur est appelé "facteur activateur agglutinant”, puis dénomme "facteur
rhumatoide™ (FR). Ces résultats de Waaler furent confirmés par Rose en 1948 (Waaler ,2007).
Les FR sont des immunoglobulines d'isotypes 1gG, IgA et le plus souvent d“IgM dirigées contre
des déterminants antigéniques situés sur les chaines lourdes du fragment cristallisable (Fc) des
IgG (Cofer,2011 ;Bennouni, 2014).

Test du latex Waaler-Rose
. Ig(G de lapin anti-
GR de mouton

28 ~gih -

lg(G humaines

Figure 22:Test du latex et la réaction de Waaler-Rose
Ce test de FR est indiqué dans les patients suspectés avec l'arthrite rhumatoide, il aide a
distinguer l'arthrite rhumatoide et 1’inflammatoire d'autres formes de l'arthrite. Le FR peut étre
présent chez certains sujets qui ne développeront jamais de PR ; Ils peuvent étre positifs en
présence d’un tableau de polyarthrite et dans de nombreuses autres situations pathologiques
telles que les maladies auto-immunes (surtout le syndrome de Gougerot- Sjogren), les maladies
infectieuses (présence transitoire) et les hemopathies malignes (Combe, 2008).

Principe

Le test d’agglutination au latex est basé sur une réaction immunologique entre 1’IgG
humaine liée aux particules de latex biologiquement inertes et le facteur rhumatoide (globuline

anti-gamma) de 1’échantillon de test.
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Mode opératoire

Dans la boite (Spinreact) on a 3 réactifs : le réactif facteur rhumatoide (FR), le control
positif et le control négatif. Le réactif FR est une suspension de particules de latex de polystyréne
sensibilisées, avec de 1’IgG humaine spécialement préparée, afin d’éviter une agglutination non
spécifique. Apres un réchauffement des réactifs et les sérums a tester a tempeérature ambiante
(18-25°C), on dépose successivement sur la plaque de réaction 50 pL de control positif, control
négatif, les sérums testes puits on ajoutent , une goutte (50 pL) de réactif FR-latex sur les
cercles de la plaque de réaction. Les gouttes sont mélangées par une strie, en utilisant toute la
surface de cercle et en utilisant une différente strie pour chaque sérum et un mouvement de
rotation et réalisé a la plaque ensuite lI'agglutination est examinée pendant une période n'excédant
pas 2 minutes (Jacobs,1973 ; Ruoss et al., 1972 ; Fedman,1969 ; Lunde et al.,1967 ; Kwantes et
al ., 1772 ; Young ,1995).

Les résultats qui peuvent étre obtenus sont:

¢ Réaction négative (suspension homogeéne): absence de facteurs rhumatoides ou présence
un taux inférieur a la limite de détection (environ 8 Ul/ml).
e Réaction positive (agglutination) : présence de facteurs rhumatoides dont la concentration

peut étre estimée grace a une technique semi-quantitative.

En cas d’une réaction positive on peut faire un test de dilution. C’est une technique semi-
quantitative qui consiste a établir une série de dilutions du sérum (1:2,1:4,1:8 ,1:16,1 :32)
avec une solution de sérum physiologique; puis tester chaque dilution selon le protocole décrit
précédemment. Le taux du sérum en facteurs rhumatoides, exprimé en Ul/ml, est obtenu en
multipliant I’inverse de la derniére dilution donnant une réaction faiblement positive, par le seuil
de sensibilité de la technique (8Ul/ml)(Jacobs,1973 ; Ruoss et al., 1972 ; Fedman,1969 ; Lunde
etal.,1967 ; Kwantes et al ., 1772 ; Young ,1995).

11.6.3. Dosage hématologique
» Formule de numération sanguine (FNS)

Est déterminé par la méthode auto analyseur spécifique de FNS avec un appareil
MINDRAY.
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» Vitesse de sédimentation (VS)

En 1897 le médecin polonais Edmund Biernacki a décrit pour la premiere fois la vitesse de
sédimentation. Robin Fahraus a introduit la méthode dans la pratique clinique en 1918 et Alf
Westergren a publié en 1921 une procédure standardisée pour 1’établissement de la vitesse de
sédimentation (Rothpletz ,1929).

Cette vitesse dépend de la concentration des protéines dans le sang. Elle varie notamment
en cas d’inflammation, lorsque les taux de protéines inflammatoires, de fibrinogéne ou encore
d’immunoglobulines augmentent. On [’utilise donc en général comme un marqueur de

I’inflammation (Thomas, 2005).
Principe

C’est la vitesse a laquelle les hématies contenues dans le plasma sédimentent au fond d’un
tube calibré et gradue, appelé tube de Westergreen. Elle correspond a la hauteur de chute des

particules sanguines dans le tube(Rothpletz ,1929).
Mode opératoire

Nous avons choisi la méthode macro métrique, de Westergreen pour éetudier la vitesse de
sédimentation. Le tube de Westergreen est une pipette de dimensions standardisées: longueur
totale 300 mm, diameétre inférieur a 2,5 mm. Cette pipette est graduée de 0 a 200 mm de haut en
bas. Elle est en matiére plastique et a usage unique. Un support est généralement adapté aux

pipettes, il permet de maintenir strictement verticales. Donc on suivant les étapes ci dissous

» Aspiré le sang dans le tube jusqu'au niveau 0

» Obturer le sommet du tube avec l'index, ajuster si cela est nécessaire.

» Essuyer avec un tampon le sang qui se trouve sur le tube

» Placer le tube sur le portoir en position rigoureusement verticale

> Noter le temps

» Lire au bout 'une heure, puis de 2 heures/ le nombre de millimetres de cellules ayant
sédimenté (Rothpletz ,1929).

Chague ligne ou chaque trait sur le tube de Westergreen représente 1 millimetre.
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11.7.Evalution de ’activité anti arthrite in vitro
L’activité anti-inflammatoire in vitro d’Extrait méthanolique et aqueux de la plante
médicinale de salvadora persica a été effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation

des protéines. La méthode consiste a préparé quatre solution.

1/solution d'essai (0,5 ml): elle consiste en 0,05 ml de solution d'essai de diverses
concentrations (10-1000 ug / ml) et 0,45 ml d'albumine sérique bovine (solutions aqueuses a
5%).

2/ solution témoin témoin (0,5 ml): elle consiste en 0,05 ml d'eau distillée et 0,45 ml de

sérum bovine (solution aqueuse a 5%).

3/controle du produit (0,5 ml): il consiste en une solution d'essai de 0,05 ml de diverses

concentrations (10-1000 pg / ml) et 0,45 ml d'eau distillée.

4/solution standard (0,5 ml): elle est constituée de 0,05 ml de diclofénac sodique ( 10-1

000 pg / ml) et de 0,45 ml de sérumalbumine bovine (solution aqueuse a 5%).

Le pH a été ajusté a 6,3 en utilisant une petite quantité de HCI 1N. Les échantillons ont été
incubés a 37 ° C pendant 20 minutes, puis chauffés a 57 ° C pendant 3 minutes. Apres
refroidissement de I'échantillon, ajouter 2,5 ml de solution tampon phosphate dans chaque tube a
essai. La turbidité a été mesurée par spectrophotométrie a 600 nm pour les tests de contréle 0,05
ml On a utilisé de I'eau distillée a la place des extraits tandis que les tests de contréle du produit

manguaient d'albumine sérique bovine.

11.8. Etude histologique
Dans notre étude, la patte gauche enflammé de toutes les animaux traités ou non traités ont
été soumis a une autopsie compléte apres conservation dans un milieu approprié (Formaldéhyde

10%).les coupe histologique ont été effectuées dans un laboratoire privé

11.9. Etude statistique
L'évaluation statistique est effectuee par le test T de student. Les résultats sont donnes sous
forme de moyennes et écart-types (ES). Alors, nous avons utilisé un logiciel MINITAB 18 et

EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire I’analyse.
Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :

* . Différence significative P < 0.05.
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** . Différence hautement significative P < 0.01.

*** - Différence trés hautement significative P < 0.001.
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Chapitre 11 : RESULTAT ET DISCUSSION

|. Résultats

I.1 Rendement de I’extrait méthanolique et aqueux de S.persica
Les 'extraits obtenus apres macération et infusion sont soumisa 1’évaporation  sous
pression réduite, puits ont été séchés et peseés pour déterminer leur rendements. Les résultats ont

été représentés dans le tableau ci- dessous:

Tableau 9: Rendements des extraits de la plante étudiée

Extraits aqueux Extraits méthanoliques
Partie de la Racine Partie aérienne Racine Partie aérienne
plante
Rendements | 13.75+0.25% | 13.18+0.82 % 14+0.00% 13.98+0.02%

Selon le tableau 9 les quatre extraits de la plante ont donné un rendement plus proche

cela tient compte les deux types d’extraction.

1.2.Tests phytochimiques

Une recherche chimique préliminaire a été effectuée dans le but de mettre en évidence
certains métabolites. Les tests de coloration et de précipitation ont été les principales voies
d’identification de ces substances. Les résultats de ces tests chimiques de 1’extrait méthanolique

et aqueux sont regroupés dans le tableau 10.
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Tableau 10: Résultat des tests phytochimiques des extraits investigués

Extraits Racine infusion Partie aérienne Racine Partie aérienne
infusion maceration maceration
Principes acti
Alcaloides ++ ++ i 44
Polyphénols +++ +++ +++ +++
Flavonoide ++ ++ + 4+
Polyterpénes - - - -
Stérols - = - _
Saponosides ++ +++ - +
Stéroides + + + +
Sucres réducteurs ++ +++ + +

+: traces, ++: abondant, +++: trés abondant, - : absent

L’ensemble des réactions en tubes obtenues; montrent que les polyphénols, flavonoides, sucres
réducteur, les alcaloides etles saponosidessont les plus franches dans la partie aérienne que les
racines. Par contre les stéroides etpolyterpenes sont absents dans les deux extraits aqueux et
méthanolique de salvadora persicales composés phénoliques sont des substances reconnues pour
leur propriétés antioxydants, la présence de tanins confére a la plante des propriétés astringentes
et antiseptiques.

I. 3. Détermination des teneurs des composés bioactifs

1.3.1. Dosage des polyphénols

L'étude quantitative des extraits réalisée par le dosage spectrophotometrique par la méthode
de Folin-Ciocalteu avait pour objectif la détermination de la teneur totale en polyphénols présent
dans les extraits deSalvadora persica.La teneur de ces composés de chaque extrait a été calculée
a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, exprimée en pg d’acide gallique/mg

d’extrait sec. Les résultats, obtenus sont représentés dans le tableaul 1.
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Tableau 11 : Teneurs en polyphénols totaux des quatre extraits

Racine infusion | Partie aérienne Racine Partie areienne
infusion maceration maceration
ng d’acide 423.50£8.05 434.67+3.71 207+10.3 399+4.51
gallique/mg
d’extrait sec

Le tableau ci-dessus montre que les polyphenol se sont concentré dans la partie areienne
maceration avec une teuneur de (399+4.51ugEQ/mg d’extrait) et lapartie areienne et racine
infusion présentent respectivement (434.67+3.71ugEQ/mg d’extrait,423.50+3.8.05ugEQ/mg

d’extrait)par contre racine maceration presente une concentraion moindre (207+£10.03 ugeQ/mg
d’extrait).

Dosage des flavonoides

A partir de la courbe d’étalonnage de la quercetine, la teneur en flavonoide a été
déterminée dans les différents extraits exprimée en pg de quercetine /mg d’extrait sec. Les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Teneurs en flavonoidesdes quatre extraits

guerceétine/mg

d’extrait sec

Racine infusion | Partieaérienne Racine Partie areienne
infusion maceration maceration
ug de 23.58+9.76 60.99+1.92 13.46+ 6.56 423.5+6.03

Le tableau ci-dessus montre que les flavonoides se sont concentré dans la partie areienne

maceration avec une teuneur de (423.5+6.03 pgEQ/mg d’extrait) par ailleurs, les autres extraits

de la plante ont montré

(13.46£6.56ugEQ/mg d’extrait).
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Dosage des tannins totaux

Les résultats du dosage des tannins des différents extraits méthaloniques et aqueux de
salvadora persica sont exprimés en ug équivalent d’acide gallique par mg d’extrait sec été
estimé par la méme méthode de Folin-Ciocalteu. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-

dessous.

Tablaul3 : Teneur en tannins totaux dans les quatre extraits

Racine Partie aérienne Racine Partie areienne
infusion infusion maceration maceration
ng d’acide | 240.7+17.4 241.67+2.88 207+10.3 272.83 +5.67

gallique/mg

d’extrait sec

Il en ressort des résultats obtenus que les extraits méthanoliques et aqueux des deux
parties aérienne et racineont de forte teneurs en tannins principalement dans la partie areienne

maceration qui corespendant au 272.83+ 6.67g d’acidegallique/mgd’extrait sec.

I.4. Evaluation de ’activité antioxydante

Pour la mesure de l'activité antioxydante desquatre extraits de plante investiguée, y
compris le test de DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), le testde FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), et le test de phosphomolybdate (PM). Lescapacités anti oxydantes des
quatre extraits de la plante étudiée ont été déterminées et comparées al’activité de composé anti-
radicalaire I'acide ascorbique comme étalon. Les résultats obtenussont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 14: Résultats des tests antioxydants des quatre extraits

Racine infusion | Partie aérienne Racine Partie areienne
infusion maceration maceration
Test de molybdate 297.77+3.41 94.41+4.04 429.4+10.4 313.59+8.07
FRAP 24.67+1.48 31.33+2.32 57.33%+2.46 101+3.75
DPPH(IC50) pg/ml | 32.922+0.397 33.217+0.175 | 32.039+0.378 30.787+0.134

IC50 de I’acide ascorbique =5.98 £0.02 pg/ml
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> Test de DPPH

Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration inhibitrice
de 50% des radicaux DPPH (ICso). Les résultats montrent un pouvoir antiradicalaire plus

important particulierement la partie aérienne obtenue par macération.
» Test de phosphomolybdate

C’est une méthode quantitative dans laquelle la capacité antioxydante se traduit par la
formation d'un complexe de phosphomolybdéne. L’estimation de cette activité d’extrait est
exprimée en équivalence d’acide ascorbique, est représentée dans le tableau 14 ; qui montre que
L’extrait de salvadora persica racine macération a représenté un pouvoir réducteur plus
important pour le test de molybdate avec des valeurs de 429.4+10.4pg en équivalent d’acide

ascorbique/mg d’extrait.
» Reéduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

C’est une analyse de I’activité anti oxydante qui est rapide, reproductible, et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique
Fe3+en fer ferreux Fe2+. La puissance de réduction de la partie aérienne macération de
salvadora persica a représenté un pouvoir plus important pour ce test avec une valeur de

101+3.75ug en équivalent d’acide ascorbique/mg d’extrait.

I. 5. Evolution du taux d’inhibition de dénaturation du BSA in vitro
L’¢étude a été congue pour évaluer I’effet protecteur de la dénaturation de BSApar
I’extrait de salvadora persica. .L”” expérience ont été réalisées par le sérum albumine humain.

Les résultats sont représentés dans le tableau suivant:
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Tableau 15: Résultats d’inhibition de dénaturation de sérum albumine bovine

Racine infusion Partie Racine Partie Diclofenac
aérienne maceration areienne sodique
infusion maceration

10 63.25% 66.97% 65.11 71.62% 74.04%

50 67.44% 69.76% 68.37 73.48% 76.62%
100 71.62% 72.55% 77.67 75.34% 78.13%
250 74.88% 76.74% 81.39 79.53% 87.44%
300 77.67% 80.93% 85.58 83.25% 90.10%
800 81.39% 83.72% 86.04% 86.04% 92.09%
1000 86.04% 88.83% 91.62% 91.16% 99.10%

L'extrait des parties aérienne et racine infusion représentent des taux inhibitrice de la
dénaturation du sérum albumine bovine de 80.93 % et 77.67% a la dose 300 pg/ml
respectivement. Ces résultats étaient comparable a celui du standard diclofenac qui est 90.10 %
a la dose 300 ug / mL. Alors que, I’extrait racine infusion & 100pg/ml représente 71.62 % ce qui

est comparable a celui de diclofenec qui est 78.13 % & la dose 100 pg / mL.

I .6.L'effet de ’administration orale de I’extrait aqueux des racine et partie

arienne de S.Persica sur le poids des rats pendant 10jours

Le poids des animaux a été considéré dans notre expérience pour apprécier 1’état physiologique
des animaux, notamment 1’effet des différents extraits sur le poids des rates et spécifiquement

’extrait racine et partie aériennes de salvadora persica.

Durant les premiers jours de ’essai d’apres la figure 23 les résultats montrent que la
diminution du poids corporel indépendant de la nature du traitement mais durant les derniers
jours de I’expérience chez les groupes R1100, RI1300, AI300 nous avons constaté 1’augmentation
du poids corporel. Mais il ya une diminution du poids chez le groupe non traité.
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Figure23 : Effet de I’administration orale de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de
S.Persica sur le poids des rates pendant 10jours.
I.7. Photographie de la patte gauche (cedémateuse) des rates
Chez tous les groupes qui ont subi I’injection de formaldéhyde les signes de ’arthrite et

de I’inflammation sont apparus aprés quelques heures de 1’injection, ces signes ont atteint leur

niveau maximal en 4eme jour (aprés la 2éme injection).

Les symptdmes comportent une rougeur, un gonflement et une déformation de la patte
et ces signes étaient plus importants chez le groupe contr6le positif (non traité) comme le
montre la figure 24. Cependant, aucun signe de ce type n’est observé chez le groupe normal

(physiologique) qui n’a pas subi une injection de formol au niveau de la patte.

Les groupes traités par les extraits et diclofenac par voie orale ont présenté des signes
inflammatoires modérés par rapport au groupe controle. L’observation visuelle a montré qu’a la
fin de I’expérience, une réduction importante du volume de la patte s’amorce chez le groupe

traité par(R1100) avec une meilleure réduction chez les groupes (R1300,Al300 et DI).
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figure 24:Photographie de la patte gauche (cedémateuse) des rates
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1.8. Evolution de I’eedéme de la patte cedémateuse (AE) pendant les heurs h1l,
h2 ,h3, h4, h5 et h6

L’étude a été congue pour évaluer l'activité anti-inflammatoire de la plante salvadora
persica. Les expériences ont été réalisées sur le modéle de I'cedéme de la patte des rates induit
par le formol a 2%. Il est testé sur ce modele, les extraits aqueux a la dose de 100mg/kg, 300
mg/kg pour racine et 300mg/kg pour partie aérienne en administration par la voie orale. Les
résultats obtenus ont été comparés a un groupe contrdle non traité(CT) qui a recu le foromol (2
%) et un autre groupe recu diclofenac (DI) c¢’est un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé
comme contréle positive a dose de 10mg/kg. L'évolution de I'cedéme de la patte gauche a été
déterminée a1 h, 2 h 3 h 4h ,5h et 6 h a I'aide d'un pied a coulisse (figure 25).
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Figure25 :L’effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur
L'évolution de I’cedéme (AE) induit par le formaldéhyde chez la rates pendant ; 1h, 2h,
3h, 4h ,5h et 6h

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cinq (5) rates
par groupe. La différence significative par rapport au groupe contrble est présentée comme
suit :* p<0.05 **p<0.001.

Les résultats d’aprés la figure 25 de l'activité anti-inflammatoire obtenus ont été
comparés au groupe control qui a recu le formol (2 %). L'évolution de I'inflammation causée
par le formol 2% en fonction du temps (1 a 6 heures) est atteint un maximum (12+0.13) a 6
heures chez le groupe control. L'administration de diclofenac (10mg/kg) prévient de fagon
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significative I'évolution de I'inflammation au niveau plantaire de la patte gauche du rate a la 3h et
a la 6h apres Il'injection de formol. L'administration de I'extrait aqueux de Salvadora persica
aux doses de 300 mg/kg et 100 mg/kg de racine et 300mg/kg parie aérienne prévient de facon

significative (p<0.05) de I',edéme plantaire chez les rates a partir de la 3h du traitement.

1.9. Evolution de I’eedéme de la patte cedémateuse (AE) pendant les heurs j2,
J4 .j6, }8, j10

Le figure (26 ) répertorie 1’évolution des mensurations de I’cedéme (AE) de la patte
enflammée durant la période d’expérimentation a J2, J4, J6, J8 et J10 pour le traitement orale
chez les groupes (DI ,R1100, R1300, Al1300).

On constate une réduction significative de I’cedéme des pattes représentée par la
différence entre les diameétres des pattes enflammée et non enflammée- (AE) dans les 04 lots
traités oralement par les extraits et le diclofenac. Cette diminution est plus importante dans les
groupes traités par 1’extraits racine infusion et arienne infusion de dose 300mg/ kg/rates et le

groupe de standard (DI) par rapport au groupe de control non traité (figure25).
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Figure 26 :: L’effet de ’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica et diclofenec

sur I’ évolution de I’cedéme de la patte cedémateuse(AE) pendant les jours j2, j4 ,j6, j8, j10

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cing (5) rats par

groupe La différence significative par rapport au groupe controle est présentée comme
suit :*p<0.05 **p<0.001.
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1.10. pourcentage d’inhibition
Nous avons étudié¢ le pourcentage d’inhibition pour évalué¢ 1’effet inhibitrice de 1’extrait
des différentes doses 100mg/kg ,300mg/kg pour racine et 300mg/kg pour la partie aérienne et le

diclofenac a 10mg/kg comme référence. Les résultats obtenus sont résumé dans le tableau

suivant :
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Tableau 16: Effet de I'extrait aqueux racine et aérienne sur le pourcentage d’inhibition de 1'cedéme de la patte induite par formol chez les
rates pendant 1h, 2h, 3h, 4h ,5h et 6h.

Lot (N) / / / / / / / /

Lot (CT) 05 / / / / / / / /

Lot(DI) 05 Diclofénac Orale 23.88% 34.80% * | 41.26%* | 49.30% ** | 51.98%** | 59.14% **
sodique

Lot (R1100) 05 Racine100mg/kg Orale 14.96% 26.70% * | 28.80%* | 39.72% ** | 45.83%** @ 54.88% **

Lot (RI300) 05 Racine 300mg/kg Orale 18.59% 30.20% * | 36.68%* | 39.72% ** | 52.75%** | 57.26% **

Lot (AI300) 05 Aérienne 300mg/kg Orale 21.99% 32.22% * = 40.29%* @ 48.88%** @ 53.90%** @ 57.51% **

Les valeurs représentent la moyenne (£Ecotype) ; n =5 pour chaque groupe. La différence significative par rapport au groupe contrdle est

présentée comme suit * p<0.05**p<0.01
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Pour le groupe standard, l'administration du diclofénac par voie orale présente une
inhibition significative de 1’cedéme de la patte des rates dans les premiéres heures de
I’expérience du premier jour depuis 2h a h3 d’une fagon significative (p<0.05) et h4 a h6 d’une
facon hautement significative (p< 0.01 ). En effet, cette activité atteint 59.14% au 6°™ heure de
I’expérimentation. De plus une inhibition significative de 1’augmentation de la taille des pattes
des rates a été remarquée et pour les groupes RI300 57.51%. et Pour le groupes Al 300 au 6°™

heure du premier jour de I’expérience atteint seulement 57.26% aprés 1’injection de formol a
2%.
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Tableau 17: Effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica et diclofenec sur le pourcentage d’inhibition de 1’cedéme induit

par le formaldéhyde chez les rates en J2 ,J4, J6 et J8 ,J10

LotO1normale (N)

Jourl0

/

infusion300(A1300

LotO6contole son 05
) / / / / / / /
(CT)traitement
Diclofénac
Lot02declofenac(DI) 05 di Orale 27.19%* | 36.34%* | 51.21%** | 58.64%** | 71.42%**
sodique
Lot03 racine
) ) 05 Orale 20.24%* | 30.88%* | 44.51%** | 54.59%** | 68.48%**
infusion100(R1100)
Lot04 racine
) ) 05 Orale 26.29%* 36%* 49.29%** | 64.30%** | 75.49%**
infusion300(R1300)
Lot05 partie arienne
05 Orale 26.51%* | 36.17%* | 50.76%** | 65.29%** | 76.80%**

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cing (5) rats par groupe. La différence significative par rapport

au groupe contréle est présentée comme suit : *P<0.05

**P<0.01
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Pour le groupe standard, I'administration du diclofénac par voie orale présente une
inhibition significative (P<0.05 )de I’cedéme de la patte de rates a J2, Jdet hautement
significative(P<0.01) aJ6, J8 et J10 En effet, cette activité atteint 71.42% au 10 °™ jour de
I’expérimentation ; méme chez les groupes Traités par 1’extraits racine et partie aérienne a la
dose 300mg/kg de poids corporelle et aussi I’extrait racine a la dose 100mg /kg présentent une
inhibition significative qui atteint respectivement 75.49 %,75.80 et 68.48%au 10 *™ jour.

I.11. Poids des pattes

Les changements du poids de la patte a la fin de I’expérience pour 1’évolution de

I’inflammation et activité anti-inflammatoire des traitements utilisés a été évalué.

En effet, les groupes testés par I’extrait ou par le traitement de référence ont révélé

une diminution significative (P<0.05) du poids des pattes par apports du groupe control (CT)

figure27.
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Figure27: Effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur le poids des

pattes gauche enflammeée a la fin de I’expérience (J10)
Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cinq (5) rates par

groupe La différence significative par rapport au groupe contrdle est présentée comme suit : *P<

0.05 *x P < 0.01.
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1.12.Dosage du proteine réactive C

Les données ont montré qu’il existe une différence significative entre les groupes pour les
concentrations plasmatiques moyennes de la CRP .La figure (28) montre que la concentration de
la. CRP chez le groupe controle positift (C) a augment¢ d’une fagon
significative par rapport au groupe physiologique (normal). En outre, la concentration de la
CRP des groupes traités par 1’extraits racine et partie aérienne a la dose 300mg/kg diminué de
facon significative( P<0.01) par rapport au groupe contréle (C), qui atteint la concentration de
CRPdu groupe normal (N)(<6mg/ml). De méme le traitement utilisant 1’anti-inflammatoire de
référence (DI ) a la dose 10 mg/kg a provoqué la diminution de la protéine CRP au niveau

plasmatique d’une facon significative.
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Figure 28 : Effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur la
concentration de CRP plasmatique chez les différents groupes a la fin de I’expérience (J10)
Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cinq (5) rats
par groupe La différence significative par rapport au groupe contrdle est présentée comme suit :
p<0.05 p<0.000.

1.13. Dosage du facteur rhumroide (FR)

D’aprés la figure 29 nous avons constaté qu’il existe une différence significative entre les
groupes pour les concentrations plasmatiques moyennes de la FR qui montre que la
concentration de la FR chez le groupe contrdle positif (C) a augmenté d’une facon
significative (P<0.01) par rapport au groupe physiologique (normal). Mais la concentration de

la
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FR des groupes traités par I’extraits racine et partic aérienne a la dose 300mg/kg diminué de
facon significative(p<0.001) par rapport au groupe controle (C), qui atteint la concentration de
la FR du groupe normal (N)(<8UI/ml). Méme le groupe de réference (DI) a 10 mg/kg a

provoqué la diminution de la FR au niveau plasmatique d’une facon significative.(p<0.05).
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Figure 29 :Effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur la
concentration de FR plasmatique chez les différents groupes a la fin de I’expérience (J10)
Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cing (5) rates
par groupe. La différence significative par rapport au groupe contrdle est présentée comme suit
*p < 0.05 **P<0.01.

11.10. Etude des parameétres hématologiques

Les données dans les figures (30,31) ont montré qu’il existe une augmentation du nombre
de globules blancs, plaquettes chez le groupe RI100 étaient significativement (p <0.05 ) et
hautement significative dans le groupe arthritique recu par injection dans la patte postérieur

gauche uniquement le formol a 2% (P<0.01).
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Figure 30 :Effet de ’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur la
concentration de GB plasmatique chez les différents groupes a la fin de I’expérience (J10)
Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cinqg (5) rates

par groupe. La différence significative par rapport au groupe normale est présentée comme suit :

*p < 0.05 **P<0.01.
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Figure 31:Effet de L’effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur la
concentration de PLAT plasmatique chez les différents groupes la fin de I’expérience (J10)

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cing (5) rates
par groupe. La différence significative par rapport au groupe normale est présentée comme suit :
*p<0.05.
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I.14.dosage de VS

Le taux de VS chez le groupe RI1100 accéléré par apport les groupes RI1300 et Al300, par
contre les deux groupes (RI1100.A1300) ne présentent pas une différence significative par apport
le groupe témoin normale(N) mais augmente de fagcon hautement significative p<0.01 chez le

groupe control non traité (figure 32).
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Figure32:L’effet de I’extrait aqueux de racine et partie arienne de S.Persica sur la
concentration de VS plasmatique chez les différents groupes la fin de I’expérience (J10)
Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’Ecart type pour un nombre de cing (5) rates
par groupe La différence significative par rapport au groupe témoin normale est présentée

comme suit : *p<0.05 **p<0.01.
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1.15.Etude histopathologie

On observe la présence d'infiltrat cellulaire et la destruction osseuse intense chez le groupe
contr6le non traité par rapport les autres groupes sauf le groupe traité par racine infusion
(100mg/kg de pc ) présente d'infiltrat cellulaire moindre (Figure 33).

D Groupe diclofenac

ittt N <)
' ‘;.!‘%}Z/ i\ {,:\t )

Groupe racine infusion 100  Groupe racine infusion 300 Groupe aérienne infusion 300

Figure33 : coupes histologique chez les groupes traité par I’extrait de salvadora persica et
diclofenac
(A) la destruction osseuse intense,(B) infiltrat cellulaire intense,(C)destruction osseuse moindre

,(D)infiltrat cellulaire moindre.
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1. Discussion

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques, avec
ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes(Bahorun,
1997 in Athamna, 2008), allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels
que les acides phénoliques a des composés hautement polymerisés commeles tannins. Ils font

partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et al., 2008).

Les composes phénoliques sont des composés biologiquement actifs, incluant plusieurs
classes, notamment les flavonoides, les tannins, les anthocyanines et les acides phénoliques. Ces
derniers sont caractérisés par des structures en noyaux cycliques, avec des substitutions
d'’hydroxyle a de diverses positions, qui réagissent aisément avec les radicaux libres, empéchant

de ce fait les dommages cellulaires (Benhammou et al., 2008).

Ces composés, dotés d’un rdle essentiel dans la prévention des maladies cardiovasculaire,
cancer, diabéte et les désordres dégénératifs (Atmani et al., 2009; Cheynier et al., 2013 ; Dellai
etal., 2013 ; Krimat et al., 2014).

D’aprés les dosages des composés phénoliques, on constate que les phénols totauxsont
présents dans les différentes parties de salvadorapersica, avec des teneurs variables d’un extrait
a un autre. Il parait clairement que les taux de phénols totaux des extraits méthanoliques des

racines et de la partie aérienne sont plus riches que les extraits aqueux

La répartition inégales des polyphénols dans les différentes parties de la plante a
étérapportée par plusieurs auteurs (Atmani et al ., 2009 ; Rodriguez-Pérez et al., 2013) .De
méme Bozorgi et ses collaborateurs (2013) ont rapporté que le taux en composeés phénoliques
d’une plante dépend de plusieurs facteurs, tels que les conditions de croissance et le processus de

maturation.

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

On attribue a ces flavonoides des propriétés variees: veinotonique, anti tumorale, anti

radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique,

antibactérienne, hépatoprotectrice, oestrogénique et/ou anti-oestrogénique, anti-virale etc...
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IIs sont également connus pour moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs
cellulaires. Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composeés naturels
polyphénoliques. On distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones,
flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflavones ,isoflavonols,

isoflavanes, ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines,coumestanes, roténoides,

La répartition en flavonoides est en fonction de la partie de la plante, ce qui est confirme
par les résultats d'analyse phytochimique, indiquant que les extraits de feuille exhibent des
niveaux plus élevés en phénols et en flavonoides, par rapport aux fruits qui ont montré la teneur

la plus élevée en tannins (Remila et al ., 2015).

Par ailleurs, les tannins sont des substances anti-nutritionnelles qui sont impliquées dans
les mécanismes de défense, ils protégent la plante contre les attaques de microorganismes
pathogenes (champignons et bactéries) et des prédateurs herbivores(animaux ou insectes
folivores). lls présentent, de ce fait, un avantage agronomique trés important. De nombreuses
études ont permis d’identifier certaines espéces arbustives qui sont relativement riches en tannins
condenses tels que, salvadora persica ce qui est en accord avec les résultats de dosage des

tannins révelé dans notre étude (Bammou et al ., 2014).

La PR est considéré comme une maladie auto-immune systémique chronique avec la
principale caractéristique de I'inflammation chronique des articulations, qui finalement conduit a
la destruction conjointe. L’inflammation de la synoviale entraine progressivement une
déformation articulaire, puis une destruction de 1’os et du cartilage. La PR est également une
maladie systémique pouvant s’accompagner de manifestations extra-articulaires (cardiaque,
pulmonaire, vasculaire, nerveuse, oculaire...) ayant parfois des répercutions sur le pronostic vital

(Musset, 2013).

L'arthrite chez le rat est considérée comme une maladie moderne, scientifique et
internationale. La procédure expérimentale standard approuvée par injection de formaldéhyde
déclenche l'inflammation localisée et la douleur dans la phase précoce par la suite suivie d'une
phase de réponse a mediation tissulaire (Newbould et al.,1963). Cette phase tardive produit une
inflammation articulaire proliférative conduisant a des changements articulaires similaires a ceux
observés dans PR (Wheeler et al.,1991). l'arthrite chez les rats Albinos de souche Wistar est la
plus utilisée modeles expérimentaux pour le dépistage préclinique des AINS, DMARD, et des

extraits de plantes pour I'effet anti-arthritique (Okoli et al., 2008).
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Le choix de I'animal la souche a été jugée trés important pour la performance de ce test.
Les rats Wistar-Albinos se sont révélés trés appropriés en contraste a d'autres (Woode et
al.,2009).

Les AINS sont largement utilises cliniquement pour la PR. Cependant, malgré leur grand
nombre, leur efficacité thérapeutique semble étre entravée par la présence d'un certain nombre
d'effets secondaires indésirables et souvent graves. Les inhibiteurs sélectifs de la
cyclooxygenase-2 (COX-2) constituent une alternative approche du traitement arthritique avec
réduction des effets indésirables du coté gastro-intestinal, mais un traitement a long terme
entraine des effets secondaires thrombotiques. Cependant, une série de nouveauxanticorps
monoclonaux (anti-TNF, anti-IL-1Ra anti-CD 20, anti-IL-2, IL-4) ont été préférés pour PR
mais ceux-ci sont fortement cher (Barsante et al.,2005). Ainsi, il apparait nécessaire de chercher
de nouveaux médicaments antirhumatismaux sdrs. La médecine alternative pour le traitement de
diverses maladies devient popularité croissante jour apres jour. Parce qu'il montre moins d'effets
secondaires par rapport a un autre systeme de médecine, de nombreuses plantes médicinales ont
des effets prouvés sur les symptdmes arthritiques par rapport a ceux de médicaments
conventionnels (Rogerio et al.,2007).

Plusieurs classes de médicaments tels que les médicaments anti-inflammatoires non
stéroidiens, les corticostéroides, et les produits biologiques sont actuellement utilisés dans le
traitement de PR mais leurs effets secondaires et toxicités laissent une nécessité pour des agents
naturels nouveaux et plus puissants. Depuis, produits naturels ou composés bioactifs dérivés de
eux représentent une immense diversité structurelle, qui est pas communément vu dans les
composés synthétiques. En raison de ces raisons, la présente étude a été effectuée pour examiner

I'effet anti-arthritique de la plantesalvadora persica.

Les résultats de I'étude actuelle ont révélé l'effet antiarthritique des doses de 1’extrait
aqueux de racine (100 mg/K et 300 mg/Kg de poids corporel) et partie aérienne (300mg/kg) sur
des rates arthritiques dans les deux meéthodes in vitro, ainsi comme modeles animaux in vivo.
Comme les recherches précédentes ont signalé que la dénaturation des protéines tissulaires est
I'un des causes bien documentées de 1’ inflammatoire, maladies arthritiques et la production

d'autoantigénes dans certaines maladies rhumatismales (Williams et al., 2008).

Le mécanisme de dénaturation probablement implique une altération de la liaison
électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure (Gupta et al., 2013). Il a été avoué que

plusieurs médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens comme I'indométhacine, l'acide
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flufénamique, le diclofénac sodique, I'acide salicylique inhibe la dénaturation de la BSA au pH
pathologique (6,2-6,5) (Williams et al., 2008).

Dans notre étude actuelle les extraits aqueux de salvadorapersica a la dose 300mg/kg
pour les deux parties aérienne et racine montrent un maximum d'inhibition de la dénaturation
des protéines (sérum albumine bovine), produisait un effet anti-dénaturation comparable avec un

médicament standard diclofenec soduim .

Dans la présente étude, nous avons observé l'inflammation de la patte induite par le
formaldéhyde chez les rates qui sont le modéle expérimental utilisés dans notre étude, pour

évaluer I’effet anti-cedémateux et antiinflammatoire de salvadora persica.

Au cours du suivi des différents lots utilisés dans cette expérience pendant une période de
10jours, et apres 1’injection du formaldéhyde au niveau de la patte postérieure gauche des rates,
nous avons noté une augmentation du volume de la patte de tous les lots. Cependant,
I’augmentation du volume de la patte chez le groupe témoin (contrdle) a été plus importante que
les groupes traités. Ce qui prouve bien que le formol a induit une réaction inflammatoire
générant une cedéme (Rahmani et al., 2016). Les résultats ont montré aussi que le volume de
'eedéme du groupe controle positif (regu uniquement le formol) a été réduit par le diclofénac par

voie orale et il a été également réduit par ’extrait aqueux de salvadora persica.

Dans nos conditions expérimentales le formaldéhyde a provoqué I'eedéme dont le volume
est maximal au bout de trois heures ces résultats sont en accord avec ceux de Singla et al., 1990;
Ivanovska et al., 199 ; Viana et al., 1998. Le formaldéhyde provoque l'inflammation locale
lorsqu'il est injecté dans la patte postérieure gauche des rats (Sen et N ag, 1991; Singh et al,
1997 ; Suzuki et al., 1996) tout comme la carragénine (Ossipov et al., 1995; Bhatt et al., 1977).
La cause de cette réaction inflammatoire est la lésion tissulaire. Cette Iésion tissulaire induit la
synthése de I'histamine, des prostaglandines, des leucotrienes (Ammon et al., 1993), du PAF
(facteur d'activation plaquettaire), des cytokines, du NO (monoxyde d'azote) et du TNF (facteur

de nécrose tumorale) (Clarke et al., 1996).

En effet, I’injection du formaldéhyde provoque la libération de plusieurs médiateurs
chimiques responsables du processus inflammatoire. Cette réponse inflammatoire induite
estbiphasique dont la phase initiale (=1 heure) est due a la libération de I’histamine et de la
sérotonine, la bradykinine est libérée au cours de la deuxiéme phase (1,5-3 heures), et la
biosynthése des prostaglandines intervient aprés la troisieme heure (Reanmongkol et al., 2009).

Ces médiateurs augmentent la perméabilité vasculaire. En conséquence, 1’exsudats ‘échappe de
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la circulation sanguine vers ’espace interstitiel, cet exsudat (lymphe non canalisé et liquide

interstitiel) est la cause de I’cedéme localisé et la sensation de la douleur (Mansour, 2015).

Pour I’évaluation du test anti-inflammatoire nous avons utilis¢ le test d’inhibition
del’cedéme de la patte gauche postérieure des rats au formol. Par ce principe 1 extrait aqueux de
salvadora persica a montré une activité anti-inflammatoire puissante comparable avec celle de
I’anti-inflammatoire de référence comme le diclofénac sodique. Ces résultats concordent
plusieurs recherches qui montrent que 1’activité anti-inflammatoire des extraits naturels peut

s’expliquer en partie par la présence des molécules bioactives responsables de cet effet.

D’autre part, nos résultats montrent que 1’extrait aqueux de salvadora persicaa réduit de
facon significative l'cedéme induit par le formaldéhyde a partir du deuxieéme jourde 1’essai.
Pendant 10 jours du traitement avec 1’extrait aqueux de salvadora persica et partie aérienne a
la dose 300 mg/kg et racine a la dose 300 mg/kg et diclofénac sodique a la dose 10 mg/kg, ont
montré une meilleure réduction du volume d'cedéme de la patte de rats ce qui montré un effet
anti-arthritique significatif par apport au groupe contrdle non traité par contre a la dose de

100mg/kg provoque une réduction modére.

les rates arthritiques induits par le formaldéhyde ont développé un gonflement chronique
dans de multiples articulations avec I'influence des cellules inflammatoires, I'érosion du cartilage
articulaire, et la destruction et le remodelage osseux qui ont proche similitude avec la PR
humaine (Yend et al.,2010). Le diclofénac sodique, utilisé comme meédicament standard, est un
AINS, qui agit en inhibant la synthése des PG en bloquant les enzymes COX responsable de
I'inflammation (Yend et al.,2010) Dans la présente étude, nous avons enregistré une réduction
significative de tous les parametres utilisés pour étudier D’activité arthritique. De méme,
I’inhibition du volume de la patte de 1'cedéme peut étre due a un I’administration d'extraits de
salvadora persica par un mécanisme d’inhibition d’histamine, la sérotonine et le PG, qui sont

responsables de I'inflammation.

Un autre marqueur potentiel pour un risque accru de PR et d'inflammation peut étre la CRP
qui est un marqueur sensible de I'inflammation systémique est élevé dans I'état de PR ; c'est une
protéine de phase aigué qui a été identifie comme un bio marqueur important pour divers

inflammation, maladies dégénératives et néoplasiques (van et al .,1994).

Les niveaux élevés de CRP ont été trouvé dans le sang au cours presque de toutes les
maladies associées a l'inflammation ou la destruction tissulaire, en particulier chez les patients

atteints de PR (Kumar et Pandey, 2013). Une augmentation soutenue des taux sériques de CRP
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suggere une production durable et la stimulation des protéines de la phase aigué pendant la
progression de la maladie. Ainsi, dans la présente étude, nous avons étudié I'association de CRP
et PR . Il a été observé que 10 jours de traitement avec I’extraits aqueuses des parties aériennes
et racine ont montré une réduction significative des niveaux de CRP par rapport au groupe

témoin control non traité.

En plus le FR est un marqueur sérologique clé de PR, est un auto-anticorps dirigés contre
la partie Fc de I'lgG et forment des complexes immuns qui contribuent a la succession de la
polyarthrite rhumatoide (Arnett et al., 1988; Scott et al., 2010). Une diminution notable des
niveaux FR dans le sérum des rates arthritiques traités avec I’extrait aqueux a la dose 300 mg/kg
dans la partie aérienne et racine par rapport au groupe contréle non traité et comparable avec le
groupe de référence diclofenec dévoiler l'effet protecteur de salvadora persica contre la

polyarthrite rhumatoide.

Dans la présente expérience chez les groupes traités au diclofénac sodique, et I’extraits
aqueux de salvadora persica ; le niveau des globules blanc (GB) et les plaquettes (PLT) étaient
significativement réduits par rapport au groupe témoin arthritique mais comparable au groupe
témoin normale. Le taux élevé des globules blancs et des plaquettes pourrait étre di au
stimulation du systéme immunitaire et il est évident par I’influx de cellules mononuclées

inflammatoires dans les articulations de rates arthritiques.

D’aprés les résultats on a constaté une diminution du taux de VS chez les groupes traités
par I’extrait par rapport au groupe de contrdle non traité et le groupe normale témoin. D’apres
Evans et Hunder (2000), Von Blotzeim et Borruat (1996), Van der heijdeet al (1990) la VS
parmi les éléments des critéres de diagnostics de P’EULAR établis en2009. Elle est également

utilisée pour I’évaluation et le suivi de I’activité de la maladie (Soxh et Liang, 1986).

La VS et la protéine C-réactive (CRP) sont deux marqueurs de I'inflammation. En regle
générale, les variations de la VS sont moins rapides que celles de la concentration de CRP, qu’ils

agissent au début de la phase d’inflammation ou de son amplification (Evans et Hunder . ,2000).

Il peut étre proposé que les extraits aqueux de la partie aérienne et racine a la dose 300
mg/kg de salvadora persica décale les altérations des parameétres sanguins vers le normale en
inhibant la répons inflammatoire qui pourrait étre due a son action de blocage sur les cytokines
pro-inflammatoires et 1’enzyme cyclo-oxygénase ainsi que la suppression de la réponse

immunitaire soutenu par des études antérieures (Ivanovska et al., 1999; Chatterjee et Pal., 1984).
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Pour les résultats histopatologiques sont expliqués par une réaction inflammatoire, une
infiltrat cellulaire accrue du tissu synovial et les dommages articulaires, qui sont les
caractéristiques pathologiques de la PR (Sen et al., 1991). Persistant I'inflammation, produit des
articulations enflées avec synovite sévere, diminué seuil nociceptif, et infiltration massive sous-
synoviale de cellules mononucléaires, qui, avec I'angiogenese conduit a la formation de pannus.
L'expansion du pannus induit I'érosion osseuse et le cartilage amincissement, conduisant a la
perte de la fonction articulaire (Lin et al.,2006) Dans notre étude, nous avons observée une
Iégere changements dans la membrane synoviale hypertrophiée a la dose 100 mg / kg de racine
et absent chez les groupes RI300 et AI300 par rapport au groupe control qui comporte une forte
changements. Ces résultats sont comparable avec ceux des groupes de référence de diclofenec et

le groupe témoin normale.

Les études phytochimiques et la revue de la littérature révelent la présence d'alcaloides, de
flavonoides, de glycosides, de sucres réducteurs ; ces composants peuvent exercer leur action
anti-inflammatoire en inhibant la voie de la 5-lipoxygénase, ainsi que la voie COX-2, qui est tres
importante dans la production et le maintien de I’inflammation. Les saponines et les alcaloides
sont connus pour inhiber les gonflements articulaires et diminuer l'indice arthritique, et réguler le
contenu de IL-1B et TNF-a dans les tissus inflammatoires des rats arthritiques. Les flavonoides
sont souvent utilisés pour leur effet antioxydant contre les radicaux libres, sont également de
fortes antiviral, anti-inflammatoire, et ont des propriétés anti-hypertensives (Kumar, 2013). Par
conséquent, il peut étre proposé que l'activité anti-inflammatoire et anti-arthritique de 1’extraits
des parties aérienne et racine de salvadora persica pourraient étre dus a l'effet combiné des
flavonoides, des saponines et alcaloides, qui sont les principaux constituants chimiques des
extraits aqueux et méthanoliques ; et leur potentiel utilisation dans les alternatives traditionnelles

et médicaments complémentaires.
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Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable
de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une

meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Au cours de ce travail, nous avons fait une étude phytochimique et évalué ’activité anti
inflammatoire de Salvadora persica. Cette plante a été soumise a deux types d’extraction pour
obtenir des extraits bruts. La premiéere par macération a froide avec le méthanol et la seconde a
été réalisée par infusion concernant les deux parties aérienne et racine. Les études
phytochimiques basée sur des tests spécifiques ont montré la présence d’alcaloides, polyphénols,

et flavonoides, etc et I’absence des polyterpénes et les stéroles dans 1’espece étudiée.

Le rendement des extraits de la partie aérienne et racine de Salvadora persica est de
I’ordre (13.75+0.,25 ; 13.18+0.82 %) et (13.98+0.02 ; 14+0.00 %) pour la méthode infusion et
macération respectivement. L'analyse qualitative et quantitative montre que les extraits infusion
et maceération contiennent en polyphénols (423.50+8.05 et 434.67+3.71) et (207+10.3et
399+4.51) pg équivalent d’acide gallique/ mg d’extrait sec pour les deux parties aérienne et
racines respectivement, flavonoides (23.58+9.76 et 60.99+1.92) et (13.46+ 6.56et423.5+6.03) ug
équivalent de quercétine/mg d’extrait sec, par contre 1’extrait du partie aérienne macération était
le plus riche en tannins (272.83+5.67)ug équivalent de d’acide gallique/ mg d’extrait sec. De
méme, ces extraits ont une activité antioxydant confirmée par différentes tests a savoir le PM,
FRAP, et DPPH, ce qui pourrait représenter une nouvelle source potentielle des molécules

bioactives ont un important effet thérapeutique.

Par ailleurs, I'activité anti-inflammatoire de Salvadora persica a été évaluée par une étude
in vivo chez des rates Albinos Wistar qui est le model de 1’arthrite expérimentale induite par le
formaldéhyde et in vitro par la méthode de dénaturation de BSA.L’inhibition de développement
de I’cedeme de la patte gauche induit par formaldéhyde chez les rates, permet de conclure que les
extraits aqueux possédent une activité anti-inflammatoire importante lorsqu’ils ont administré
par voie orale chez les rates .Cette activité est comparable a celle de diclofénac qui est un anti-
inflammatoire de référence. Ceci est confirmé par les résultats du test in vitro particuliérement a
la dose 300mg/kg pour les deux parties aérienne et racine, par contre la dose 100mg/kg a un effet

moindre par apport les deux extraits précédents.
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En effet I’cedéme de la patte est évaluée par la mesure du diameétre en (mm) de la patte
gauche avant et a des intervalles d’une heure, pendant 6 heures aprés I’injection de la
formaldéhyde, et commencé par les mesures au cours de 2,4,6 et 10éme jours de I’expérience.
Nos résultats montrent que l’injection du formaldéhyde (2%) entraine une augmentation
significative du volume de la patte des rates dans tous les lots. Dans le lerjour et aprés la 3éme
jour de I’injection du formaldéhyde. De plus 1’administration orale du diclofénac (10mg /kg de
p ¢), racine infusion (300mg/kg de p c) et aérienne infusion (300mg/kg de pc) prévient de facon
significative 1‘inhibition de 1I’cedéme de la patte pendant les jours de I’expérimentation, a la dose
(100mg/kg) d’extrait racine possede une activité modérée par rapport les deux extraits (AI300 et

R1300).

L’études sérologique et hématologique montrent qu’il y a une augmentation significative
des globules blancs, des plaquettes, des FR , CRP et VS pour le groupe CT par rapport aux
autres groupes traitées par 1’extraits a la dose (300mg/kg de pc) racine et partie aérienne .Par
contre le groupe traitée par I’extrait racine infusion(100mg/kg) posséde une augmentation

modéré.

Les résultats des coupes histologiques obtenues sur les tissus de la patte des rates de
tous les groupes montrent que I’infiltrat inflammatoire est intense et la destruction osseuse chez
le groupe contréle non traitée, cependant les tissus des pattes des rates traitées par extrait racine
infusion de (100mg/de pc) possédent une infiltration inflammatoire d’intensité moindre par
rapport au groupe contrdle non traitée. Par contre les deux groupes traitée par la dose (300mg/kg

de p c) concernant la parties aérienne et racine ne montrent pas I’infiltrat inflammatoire.

L’activit¢ anti -inflammatoire des extraits des parties aérienne et racine de
salvadorapersica indique que cette plante possede un fort pouvoir pharmacologique ce qui

supporte sont usage traditionnel pour le soulagement de divers affections inflammatoires.
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Photo: préparation des extraits
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Photo: Répartition des rates

Photo: traitement des rates
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Photo: Mesure de poids du rate

Photo: Test de CRP
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Photo: bain marie

Photo: spectre photométre



ANNEXES
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