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Introduction

Introduction

Le processus de cicatrisation est étroitement lié a l'inflammation. En effet,
I'inflammation est une réponse immunitaire naturelle du corps en cas de blessure ou de Iésion
tissulaire ou Lorsque les tissus sont endommagés (Charbonneau et al.,2019).
Depuis plusieurs dizaines d’années, la prise en charge de nombreuses pathologies
inflammatoires est basée sur 1’usage des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et des
anti-inflammatoires stéroidiens (les glucocorticoides) qui peuvent avoir des effets secondaires
ou interagir avec d'autres médicaments, ce qui peut causer des problémes de santé (Faure,
2009) pour cela des anti-inflammatoires d’origine végétale tels que des extraits de plantes

médicinales semblent la solution la plus appropriée.

Pres de 80% du monde dépend des médicaments traditionnels pour les soins primaires,
dont une grande partie implique des extraits de plantes (Kherbachi et al., 2022). En effet,
les composés naturels possédent des activités pharmacologiques, et sont utilisés comme agents
curatifs pour certains symptomes et maladies. Les traitements a base des plantes médicinales
sont souvent plus accessibles et moins chers que les médicaments synthétiques, ce qui les rend
plus désirables pour les patients (Heinrich et al., 2012).Au cours des derniéres années,
plusieurs études ont mis en évidence I'efficacité potentielle des especes de Rhamnus dans de
nombreux domaines, une espece naturellement disponible (Nekkaa et al., 2021). Rhamnus
alaternus est une plante méditerranéenne du nord de 1’ Algérie appelée aussi « imliles » dans la
région de la Kabylie, ses différentes parties sont utilisées traditionnellement dans le traitement
de plusieurs pathologies telle que I’anémie, les hémostatiques et les laxatifs ...etc (Nekkaa et
al., 2021). Certaines études expérimentales ont démontré que les extraits d’écorce de Rhamnus
alaternus sont riches en composeés bioactifs tels que les polyphénols et possédent de différentes

activités biologiques et (Boussahel et al., 2015).

Notre étude est menée dans 1’optique de valoriser 1’écorce de Rhamnus alaternus a
travers 1’évaluation de ses effets anti-inflammatoires et cicatrisants chez les souris de
laboratoire « NMRI ». Cette étude est repartie en trois chapitres, dont le premier présente un
apercu general sur les activités biologiques étudiées a savoir I’inflammation et la cicatrisation,
ainsi que la matrice végétale qui le Rhamnus alaternus particulierement ses écorces. Le
deuxiéme chapitre est consacré a 1’approche méthodologique suivie, et le dernier chapitre est
consacre a la présentation et la discussion des résultats obtenus. Ce travail s’achéve par une

conclusion générale et quelques perspectives.
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. L’inflammation

1.1. Définition

L'inflammation est une réponse immunitaire de I'organisme a différentes agressions qui
peuvent étre d'origine biologique ; chimique ; physique ou infectieuse. Le processus
inflammatoire est marqué par cing signes principaux (Figure 01) : rougeur (attribuée a
I'nyperémie) ; gonflement (dd a I'augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins et
fuite de protéines dans I'espace interstitiel) ; chaleur (liée a une augmentation du flux sanguin
provoquée par l'activité métabolique des mediateurs de I'inflammation cellulaire) ; douleur
(attribuée a des modifications du systeme vasculaire et des terminaisons nerveuses),et

dysfonctionnement des organes concernés (Reticulata et al., 2006).

Blessure Inflammation

Douleur Chaleur

- Rougeur

.“.nui,sibles entrent
‘+¥ ~. dans le corps

Figure 01 : Les signes de I’inflammation(L. > Inflammation et Le Systeme

Immunitaire,2013).
1.2. Les types et les phases du processus inflammatoire

Il existe deux types d’inflammation : inflammation aigué qui dure quelques jours ; c’est
une réponse immunitaire complexe qui implique plusieurs phases et inflammation chronique
qui dure plus longtemps et peut causer une décomposition physiologique, un
dysfonctionnement des organes et méme la mort (Calhelha et al., 2023). Le processus

inflammatoire comprend la phase vasculaire, la phase cellulaire et la phase de réparation.

« La phase vasculaire : Elle se produit immédiatement aprés une blessure ou une infection.

Les vaisseaux sanguins se dilatent, deviennent plus permeéables, ce qui permet aux cellules
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immunitaires, aux protéines et aux liquides de quitter les vaisseaux sanguins et de penétrer
dans les tissus affectés. Cette phase se caractérise par une augmentation du flux sanguin, de
la perméabilité vasculaire et de l'adhésion des leucocytes aux parois des vaisseaux sanguins
(Medzhitov, 2008).

e La phase cellulaire : Elle est marquée par I'arrivée des polynucléaires neutrophiles
dans la zone inflammatoire. Ces cellules traversent les parois des vaisseaux sanguins et
migrent vers le site de I'inflammation, ou elles phagocytent les micro-organismes et les débris.
Les neutrophiles libérent des enzymes et les médiateurs chimiques de l'inflammation
amplifient la réaction inflammatoire. Cette phase contribue a la défense de I'organisme contre

les agents infectieux (Danowski., 1991).

o La phase de réparation : Elle joue un role crucial dans la restauration de I'équilibre
tissulaire. Elle combine la résolution active de l'inflammation, la réparation des tissus
endommages et le rétablissement de I'équilibre immunitaire. Cette phase coordonnée assure
la guérison complete des tissus touchés, prévient les complications et favorise une santé a

long terme (Serhan et al ., 2005).

Afin de prévenir la progression de la phase aigiie de I’inflammation vers une phase
chronique, on fait référence a la thérapeutique anti-inflammatoire qui vise a réguler la

réponse excessive et non spécifique des tissus (Muster.,2005).
1.3. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui servent a combattre 1’inflammation,
Ce sont des traitements symptomatiques, qui n'éliminent pas la cause de I’inflammation,
mais seulement ses conséquences. Il existe deux classes d’anti-inflammatoires : les anti-
inflammatoires  non stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoires stéroidiens (les
corticoides)(Dirou et al., 2015). Ces deux classes agissent de différentes manieres (Figure

02). De plus, il existe des anti-inflammatoires d’origine végétale.

1.3.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens (corticoides)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) font partie d’une grande famille de
médicaments dérivés du cortisol, principalement les glucocorticoides surrénaliens. Les
glucocorticoides de synthése permettent d’avoir une meilleure activité anti-inflammatoire. Ils

sont utilisés depuis plusieurs d’années dans la prise en charge de nombreuses maladies
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inflammatoires (Faure, 2009) (Annexes 1).
1.3.2. Les anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des médicaments les plus anciens et les
plus efficaces de la meédecine moderne. 1ls sont connus comme des traitements
symptomatiques de la fievre, des douleurs et I’inflammation en inhibant la synthése des

prostaglandines (Bannwarth, 2005; Vonkeman et al ., 2010) (Annexes 2).

Phospholipides membranaires

Phospholipase A2 --------------- S R @_
Acide arachidonigue
--------- r-# Cyclo-oxygénase

Lipo-oxygénase
[ Prostaglandines | ‘ Thromboxane A2 }
(Inflammation) (Héemostase) (Allergie)

Figure02 : Mode d’action des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens
(Souaga et al., 1998).

1.3.3. Les anti-inflammatoires naturels

La phytothérapie est une pratique trés ancienne signifiant 1’utilisation des plantes pour
prévenir ou traiter des maladies. Les fleurs, les feuilles, les racines ou des plantes entiéres
peuvent étre utilisés comme traitement de différentes pathologies inflammatoires (Létard
et al., 2015); le tableau ci-dessous comprend quelques plantes a propriétés anti-

inflammatoires.



Tableau I: Quelques plantes a activités anti-inflammatoires.
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erinaceus Poir

Plante Famille Partie Références
Curcuma longa Zingiberaceae Rhizomes (Akramet al., 2010)
Glycyrrhiza glabra Fabaceae Feuilles (Leite et al., 2022;

Siracusa et al., 2011)
Fraxinus excelsior Feuilles (Kottun-Jasion et al.,
Oleaceae
2023)
Ribes nigrum L Grossulariacées | Feuilles (Magnavacca et al., 2021)
Filipendula ulmaria Racines et (Halkes et al., 1997;
Rosaceae
(L.) parties aériennes | Katani¢ et al., 2016)
Salix spp Salicaceae Ecorce (Antoniadou et al., 2021)
Pterocarpus Feuilles, écorce, : ., 2012
er p Fabaceae (Ouédraogo et al., 2012)

racine

I1. La cicatrisation des plaies

11.1. Définition

La cicatrisation est un processus complexe visant a restaurer I'intégrité de la peau suite a

une blessure, une plaie, une brdlure ou une intervention chirurgicale(Amici et al., 2016a). C'est

une réaction qui se deroule en plusieurs étapes successives impliquant de multiples facteurs

tels que des cellules épidermiques dermiques (kératinocytes, macrophages, lymphocytes), des

molécules de la matrice extracellulaire (glycoprotéoglycannes, fibronectine), et des médiateurs

solubles (facteurs de croissance, interleukines...) (Amici & Chaussade, 2016b; Gall, 2010;

Venereol, 2005).
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11.2. Les phases de cicatrisation

Le processus de cicatrisation s’effectue en trois phases (Moulin et al. , 2001) a savoir la
phase inflammatoire et vasculaire , phase de réparation tissulaire , phase de remodelage et de

maturation (Figure 02).

e La phase inflammatoire et vasculaire : qui dure de 0 a 3 jours, commence par une
réaction vasculaire suivie de I'extravasation des éléments sanguins, entrainant un
cedéme et une adhésion plaquettaire. Cela conduit a la formation d'une crofite
temporaire qui protege la plaie. L'activation plaquettaire déclenche également une
réaction inflammatoire avec l'arrivée de polynucléaires, de macrophages et de
lymphocytes T. Ces cellules stimulent les fibroblastes, favorisant ainsi la réparation
tissulaire (Amici et al.,2016b ; Senet et al., 2000).

e La phase de réparation tissulaire : également appelée bourgeonnement, se produit
de 3 a 12 jours. Pendant cette phase, les fibroblastes migrent et créent une matrice
extracellulaire. Les macrophages stimulent la formation d'un tissu de granulation en
produisant des cytokines et en favorisant la néo-angiogenéese. Ensuite, les cellules
épidermiques proliferent, les kératinocytes se lient et migrent, et la jonction dermo-
épidermique est reconstruite (Amici et al.,2016b ; Senet et al., 2000).

e La phase de remodelage et de maturation :se situe entre 12 jours et 10 semaines.
Pendant cette période, il y a un remodelage de la matrice extracellulaire. Ce processus
peut se prolonger jusqu'a 2 ans apres la fermeture de la plaie. Le tissu de granulation
diminue et se transforme en un tissu riche en collagene, mais désorganisé et pauvre en
élastine, ce qui le rend moins résistant et moins élastique. De plus, il y a une
diminution des vaisseaux sanguins. Si ce processus se prolonge, les fibroblastes se
transforment en myofibroblastes contractiles, ce qui entraine la rétraction de la plaie
et la formation d'une cicatrice avec du relief. Ce mécanisme prend plusieurs mois,

parfois jusqu'a 6 mois (Amici et al.,2016b ; Senet et al., 2000).
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Figure 03 : Les étapes de la Cicatrisation cutanée (Abreviaturas et al., 2006).

11.3. Les types de cicatrisation pathologique
11.3.1. La cicatrice mature

Aprés environ deux a trois semaines, une plaie guérit généralement et une cicatrice
commence a se former (figure 04-A). A long terme, une cicatrice mature, comme une cicatrice
linéaire aprés une incision chirurgicale, devient plate et sa couleur s'adapte a celle de la peau
environnante. Ce processus peut prendre de six mois a plusieurs années. Les cicatrices de
brdlures, comme celles résultant d'une greffe de peau ou de brdlures au deuxiéme degré
profond, se transforment en cicatrices plates et non congestionnées. Cependant, si une greffe
cutanée a été préalablement agrandie, des irrégularités de surface peuvent apparaitre, donnant
I'apparence d'une peau de crocodile, ce qui peut affecter négativement I'aspect esthétique, en
particulier sur les zones visibles. Une cicatrice est considérée comme mature lorsqu'elle ne

présente plus de signes de congestion (Téot, 2018).
11.3.2. La cicatrice immature

Une cicatrice immature se caractérise par une couleur rouge, des démangeaisons et
parfois une légere douleur (figure 04-B). Elle peut étre légérement surélevée pendant la phase
de remodelage, mais cela est temporaire. La plupart de ces cicatrices finissent par marir au fil
du temps, devenant plates et adoptant une pigmentation similaire a celle de la peau

environnante, bien qu'elles puissent étre 1égérement plus claires ou plus foncées. La mécano-
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stimulation joue un réle important dans la cicatrisation anormale, donc il est recommandé de
prévenir la tension sur les bords de la plaie aprés une intervention chirurgicale. Cela peut
provoquer une production temporaire supplémentaire de collagene dans la cicatrice.

Geénéralement, la rougeur locale disparait dans un délai de six mois a deux ans (Téot, 2018).
11.3.3. La cicatrice hypertrophique

Les cicatrices hypertrophiques se caractérisent par une prolifération excessive, mais elles
ne dépassent pas les limites de la plaie initiale (figure 04-C). La cicatrice se forme généralement
rapidement, avec les premiers signes apparaissant a la fin du premier mois, tels que rougeur,
surélévation et démangeaisons, quelques semaines apres la fermeture de la plaie. Elle continue
de se développer pendant les six a huit mois suivants, aprés quoi elle cesse généralement de
progresser et devient stable en termes de volume et de couleur. Le processus complet de

maturation peut prendre jusqu'a deux ans (Teot, 2018).
11.3.4. La cicatrice chéloide

Les chéloides se distinguent par une prolifération pseudo-tumorale qui s'étend au-dela
des limites de la plaie initiale (figure 04-A). Contrairement aux autres cicatrices, les chéloides
peuvent continuer a croitre progressivement sans signe de stabilisation. Ils peuvent apparaitre

immédiatement apres la fermeture compléte de la plaie ou se développer plusieurs mois voire

plus d'un an apres (Téot, 2018).

Figure 04 : Les types de cicatrisation pathologique. (A) Cicatrice mature (Téot, 2018),(B)
cicatrice immature (Téot, 2018),(C) cicatrice hypertrophique (Roques, 2017), (D) cicatrice
chéloides (Clinical, 2015).
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I11. Rhamnus alaternus L

111.1. Description botanique et noms vernaculaire

Rhamnus alaternus, fait partie de la famille des Rhamnacées (Kherbachi et al., 2022),
il existe plusieurs espéces du rhamnus dont deux (Rhamnus frangula L. et Rhamnus cathatrica
L) (Berka et al., 2008). C’est un arbuste généralement de petite taille 5 a 6 m de haut. Cette
espece est répandue dans les régions rocheuses et calcaires du bassin méditerranéen. Elle a des
feuilles luisantes, alternes, lisses, pétiolées et ovales ou lancéolées (Benchiha et al., 2015). La
fleur du nerprun est jaune ou verdatre est suivie d'un fruit sphérique de 3—6 mm, ses baies sont
d'abord de couleur verte ; puis rouges, et deviennent noires a maturité (Berka et al., 2015).

Figure05 : photographie de Rhamnus alaternus en mois de février.
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Rhamnus alaternus porte plusieurs appellations tout dépend de la région, le tableau ci-dessus

représentent les noms de R. alaternus en déférentes langues.

Tableau I1: les noms vernaculaires de Rhamnus alaternus

Langue Nom vernaculaire Reférences
Amlilece, mlila, Soitfair, | (Nekkaa et al., 2021)

Arabe oud el khir ou safir

Kabyle Meliles (Miaraet al., 2013)

Anglais Buckthorn (Nekkaa et al., 2021)

Francais Nerprun (Miaraet al., 2013)

Allemand Kreiilzdorn (Nekkaa et al., 2021)

Aladierna, CoscoUnia, (Nekkaa et al., 2021)
Espagnol Sanguino d’Andalucia

Italien Alaterno, Legno Puzzo (Nekkaa et al., 2021)

111.2. Distribution et classification

Le nerprun est réparti dans toute la région méditerranéenne, y compris le nord de
I'Algérie, la Tunisie et le Maroc. La plante pousse amplement dans les climats méditerranéens

avec des étés chauds et secs et des hivers doux a froids (Nekkaa et al., 2021).

10
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Figure06 : Repartition de I’espéce Rhamnus alaternus en Algeérie (Quézel et Santa,1963).
K1 :la grande Kabylie ; K2 :la petite Kabylie ; C1 : tell Constantinois ; AS1 : I’atlas Saharien

Oranais ; AS2 : I’atlas Saharien Algérois ; AS3 : I’atlas Saharien Constantinois ; O3 : I’atlas

tellien Oranais.

Tableau I11: Classification taxonomique de Rhamnus alaternus (Nekkaa et al., 2021).

Reégne Plante

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus

Espece Rhamnus alaternus

111.3. Composition phytochimiques des écorces de Rhamnus alaternus

De point de vue phytochimique, I'écorce de R. alaternus se caractérise par sa richesse

en, anthraquinones, tanins, stéroide, flavonoides et les polyphénols (Tableau V).

Tableau 1V : composition phytochimique des écorces et les différents extraits utilisés.

11
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Les composés _ o
- Extrait Références
phytochimiques

(Kosalec et al., 2013;

Anthraquinones Extrait méthanolique _ )
Nigussie et al., 2021).
) o ) (Biologie et al., 2020;
Tanins Extrait éthanoique _
Kherbachi et al., 2022).
Stéroide (Nigussie et al., 2021)
Flavones et . ) (Kherbachi et al., 2022)
extrait ethanoique
Flavonols
Polyphénols extrait éthanoique (Kherbachi et al., 2022)
Extrait éthanolique (Benchiha & Bouterfas,
Flavonoides Extrait acétatique ; 2015; Kherbachi et al.,

2022; Kosalec et al.,

chloroformique, héxanique, 2013).

méthanolique, et extrait

aqueux

111.4. Usage traditionnel et activités biologiques des écorces

En Algérie, les écorces de Rhamnus alaternus sont utilisées pour traiter la jaunisse et en
Italie pour traiter les hémostatiques, les plaies , utilisé aussi pour les laxatifs (Nigussie et al.,
2021). Ces écorces sont utilisées en infusion pour soigner I'anémie dans la région algérienne
de Kabylie (Kherbachi et al., 2022). Elles sont utilisées aussi a I’époque ibéro-romaine pour

teindre la laine en brun (Saitabi et al., 2012).

Les écorces de R.alaternus possédent des effets antioxydants, antibactériens,
antifongiques, et anti hémolytiques (Benchihaet al., 2015; Boussahel et al., 2015; Kherbachi
et al., 2022). Ces écorces exercent aussi une activité cytotoxique sur une lignée de cellules
cancéreuses leucémiques (U937) et des cellules mononucléaires du sang (Benchiha et al.,
2015; Boussahel et al., 2015; Kherbachi et al., 2022).
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I1. Préparation de la matrice végetale

11.1. Récolte

Cette étude a été réalisée sur I’écorce de Rhamnus alaternus, récolté au niveau du Parc

National de Gouraya ; dans la wilaya de Bejaia durant le mois de février 2023.

11.2. Préparation de la poudre

Les écorces fraiches de Rhamnus alaternus (figure 07-A) ont été nettoyées et séchées a
I’air libre. Les écorces séchées (figure 07-B) sont ensuite broyées a I’aide d’un broyeur
électrique. La poudre obtenue a été tamisée avec un tamis de diametre 250 ouverture 0.063mm

afin d’avoir une poudre homogéne (Figure 07-C).
L’indice d’humidité est déterminé durant la phase de séchage selon la formule suivante :

Indice d’humidité % = ( Masse des écorces séches)/(Masse des écorces fraiches ) * 100

TR LAY
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Figure 07 : Photographie des étapes de préparation de la poudre de 1’écorce Rhamnus

alaternus ; (A) Ecorce fraiche, (B) écorce séche, (C) poudre.

Il. Préparation de I’extrait

L’extraction des métabolites secondaires de Rhamnus alaternus a été effectuée par
macération hydro-alcoolique (figure 08). Pour cela 50g de poudre de I’écorce a été macérés
dans 500 ml de méthanol (80%). Le mélange a été maintenu sur un agitateur pendant 24 heures
a une température ambiante (Figure 08-A). Le macérat des écorces est par la suite a été filtré a
travers du papier Whatman (Figure 08-B). Le filtrat obtenu a été enfin évaporé a une

température de 40°C (Figure 08-C), et conserve dans un flacon opaque a 4°C (Figure 08-D).
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Le rendement d’extraction (RE) est calculé en utilisant le poids de I’extrait Sec :

RE % = (Masse d’extrait sec)/( Masse de la matiere végétale) * 100

Figure 08 : Photographie des étapes d’extraction par macération. (A) Agitation, (B)

Filtration, (C) Evaporation, (D) Extrait sec.

I11. Tri-phytochimique

Dans le but de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans EMERA, des
tests phytochimiques ont été réaliser. Ce sont des réactions physico-chimiques qui identifient
la présence de produits chimiques ; elles sont réalisées a partir de précipitations ou de couleurs
caractéristiques pour mettre en évidence des groupements chimiques pouvant étre présents dans
la plante (Daoudi et al., 2016).

111.1. Détection des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de caractériser les polyphénols. Une
goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% a été ajouté a 2 ml de 1’extrait.
L’apparition d’une coloration verte plus ou moins foncée ou bleu-noiratre indique la présence

de polyphénols (Uessan et al., 2009).

111.2. Détection des tanins

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de mettre en évidence les tanins. 500ul
de FeCls a 1% a été ajouté a Iml de I’extrait. L’apparition d’une couleur vire au bleu noir
indique la présence de tanins galliques et brun verdatre la présence de tanins catéchiques
(Dohou et al., 2003).

111.3. Détection des terpénoides
La réaction a I’acide sulfurique (H2SO4) a permis de caractériser les terpénoides. 2 ml de

13
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chloroforme. 3ml de H2S04 concentré a été ajouté soigneusement a 0,5g de I’extrait pour former
une couche. L’apparition d’une coloration brune rougeatre a l'interface indique la présence de

terpénoides (Ayoola et al., 2008).

111.4. Détection des alcaloides

Afin de détecter les alcaloides, 3ml de I’extrait a ét¢é mélangé avec 5Sml d’acide
chlorhydrique (HCI) a 1%, apreés incubation dans un bain marie chaud quelques gouttes de
réactif de Dragendorf ont été rajoutées, ’apparition d’un précipité brun orangé indique la

présence des alcaloides (Length, 2014).

I11.5. Détection des saponines
L’extrait a été repris dans 5ml de I’eau distillé, et aprés une agitation, une mousse de 1cm
d’hauteur stable a été formée. La persistance de cette mousse aprés Lheure indique la présence

des saponines (EKro et al., 2007).
111.6. Détection des stérols et triterpénes

Un mélange de 5ml de solution chloroformique ,5ml d’anhydre acétique et quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré ont été ajouté a Sml de I’extrait avec une agitation. Aprés
un temps de repos 1’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert révele la présence

des stérols et des triterpénes (Length, 2014).

111.7. Détection des mucilages

La recherche des mucilages est effectuée par 1’ajout de 5 ml d’alcool absolu a 1ml de
I’extrait. Apres agitation, 1’obtention d’un précipité floconneux indique une réaction positive (
El-haoud, 2018).

111.8. Détection des dérivés anthracéniques libres

Dans cette réaction, 1 ml de NH4OH dilué a été ajouté a 1ml d’extrait chloroformique.

Apres agitation, une coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones

libres (El-haoud, 2018).

IVV. Dosage des composes phénoliques
IV.1. Polyphénols totaux

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de folin-ciacolteu de couleur jaune

qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
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phosphomolybdique (H3PM012040). Il réactif sera réduit lors de 1’oxydation des phénols, en
donnant un mélange d’oxydes de tungsténe et de molybdeéne de couleur bleu. La coloration
produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a
la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et al ., 2006).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode décrite par
(Singleton et al., 1999) avec quelque modification. Un volume de 625 L du réactif de folin-
ciocalteu dilué, a été ajouté al25uL d’extrait méthanolique et le tout est bien mélangé. Aprés
Imin d’incubation, un volume de 500 pL d’une solution de monohydrate carbonate de sodium
(Na2COg) (6%) a eté ajouté. La préparation a été homogeéneisee et laissée incuber pendant
90min a I’obscurité, puis 1’absorbance a été lue a 720 nm. Une courbe d’étalonnage (y=
0.0937x - 0.0137) a été preparée a partir de différentes concentrations d’acide gallique, en

passant par les mémes étapes du test. Les résultats sont exprimés en mg EAG/g d’extrait.
IV.2. Flavonoides

Le dosage des flavonoides est basé sur la méthode colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium AICI13 qui forme des complexes acides stables avec le groupe cétonique C4 et
avec le groupe d’hydroxyle de carbone C-3 ou C-5 des flavones et des flavonols. Aussi que, le
chlorure d’aluminium forme des complexes acides labiles avec les groupes orthodihydroxyl

dans le cycle A ou B de flavonoides (Chang et al., 2002).

La méthode décrite par(Quettier et al ., 2000)a été utilisée avec de l1égeres modifications.
Un volume de 500ul de chlorure d’aluminium a 2 % a été ajouté a 500ul d’extrait méthanolique
d’écorce de RA, aprés 15 min d’incubation a 1’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 443nm.
Une courbe d’étalonnage (y=0.0429x-0.0063) est realisée en paralléle dans les mémes
conditions en utilisant la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg EQ/g

d’extrait.
1VV.3. Tanins condensés

La méthode a la vanilline avec I’HCI dépend de la réaction de la vanilline avec le
groupement flavonoide terminal des proanthocyanidines et la formation de la couleur rouge,
cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur rouge
par réaction avec la vanilline dont I’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux de

flavanols présents dans le milieu (Liang, 2006).
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Les tanins condensés de ’EMRA ont été déterminés selon le protocole de (Price et al.,
1978) avec quelque modification. 250ul d’extrait a été additionné a 625ul d vanilline 4%, aprés
homogénéisation 625 uL de HCI a 8 % ont été ajoutés au mélange. Le mélange réactionnel a
été incubé pendant 15 minutes dans un bain marie a une température de 50°C et I'absorbance a
été enregistrée a 500 nm. Une courbe d’étalonnage (y= 0.0065x + 0.0757) est préparée en

utilisant la catéchine comme standard. Les résultats sont exprimés en mg EC/ g d’extrait.
V. Etude des activités biologiques in vivo

V.1. Animaux utilises

Les souris males d’une souche NMRI de poids variant entre 25g et 29 g ont été utilisées.
L’expérimentation a été réalisée au niveau du laboratoire d’expérimentation in vivo au hiveau
de Dl’animalerie de Laboratoire de Biotechnologie Végétales et Ethnobotanique de de
I’université de Bejaia. Les souris ont été procurés aupres de 1’ Institut Pasteur d’ Alger et ont été
mises dans des conditions d’élevage standard (éclairage et d’obscurité de 12/12h, température
ambiante) pendant une semaine afin de s’adapter au milicu expérimental. Elles ont été logées
dans des cages qui sont nettoyées chaque 2 jours avec un contréle régulier de la nourriture et

de I’eau.
V.2. Etude de Pactivité anti inflammatoire

L'inflammation a été induite chez la souris selon la méthode de Winter et al (1962)
(figure 09). Les souris ont été divisées en 4 lots de 5 souris chacun, et ont été mises & jeun
pendant 16 heures avant I'expérience. Le volume initial (Vo) de la patte arriere droite de chaque
souris a été mesuré. Ensuite, les souris ont été gavées avec du tween (lot témoin), EMRA (250
; 500mg/kg), et le médicament diclofénac du sodium a 50mg (lot référence). Une heure apres
le gavage, 30 pL de solution de carragénine a 1 % ont été injectés sous le coussinet plantaire
de la patte arriere droite de chaque souris. L'évolution de I'cedéme de la patte arriere droite a
été déterminée 4t Omin, t 1h, t 2 h, t 3h, t4 h et t 5h (Reticulata et al., 2006). L’activité anti
inflammatoire a été exprimée en pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris.

(Ct — CO )témoin — (Ct — CO )traité

Réduction de l'cedéme (%) = (Ct— C0)temoin * 100

Ct : augmentation du contour de la patte a temps x

CO : contour initial de la patte.
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Figure 09 : Protocole d’étude expérimentale de 1’inflammation. (A) pesée des souris, (B)
extraits (250 et 500mg/kg) + diclofenac sodium (50mg/kg), (C) gavage, (D) induction de
I’inflammation par la carragénine, (E) contour de la patte avant et apres 1’inflammation, (F)
prise de contour de la patte a 1’aide d’un pied a coulisse.

V.3. Etude de Pactivité cicatrisante

L’activité cicatrisante a été étudié chez des souris dont le poids corporel est compris entre
25 g et 29 g (figure 10). Elles ont été répartis en 4 lots de 5 souris chacun. Les souris ont été
anesthésiées par inhalation avec 1’éther diéthyle puis la surface dorsale de chaque souris a été
rasée, ensuite une plaie circulaire de 6 mm a été réalisé a I’aide d’un punch biopsie. Les plaies

induites ont été désinfectée avec 1’alcool a 70%.

Aprés la création des plaies, les souris ont été traitées par une application cutanée de
différents traitements ; le lot témoin (négatif) a éte traité le tween a 1% ; lot de référence a été
traité par cicatryl bio ; et les lots 3 et 4 ont été traités avec ’EMERA a des doses de 250 et
500 mg /kg respectivement.

Afin d’évaluer I’activité cicatrisante de I’extrait, les différentes étapes de la cicatrisation
ont été observées dans chaque lot depuis la création des plaies jusqu’a ce qu’elle se cicatrise

complétement.
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a. Observation macroscopique
En observant les signes de I’inflammation (rougeur, gonflement, cedéme) et la fermeture

de la surface des plaies qui se caractérise par I’apparition des tissus fins et transparents de
Couleur claire (Effet et al., 2020).

b. Détermination de la surface de la plaie

Des mesures des surfaces ont été effectuées, en prenant des photos des surfaces des plaies
chaque 3 jours. Le pourcentage de contraction de la plaies a été calculé comme suit (Stephanie
et al., 2021).

Contraction de la plaie (%) (St — SO0 ))témoin — (St — S0 )traité il
= *
ontraction de la plaie (% (St — S0 ) témoin

St : surface de plaie de souris traite.

SO : surface initiale de la plaie.

cicatryl

Figure 10 : Protocole d’étude expérimentale de la cicatrisation. (A) pesée des souris, (B)

induction de la plaie (C) les traitements utilisés (D) application cutanée.

V1. Analyse statistique

Les expériences ont été réalisées en triplicata pour les tests in vitro et les résultats ont été
exprimés comme moyenne + SD. Les résultats de 1’étude in vivo ont été exprimé en moyenne
+ SEM. L’analyse statistique a été effectuée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 6. Les
résultats ont été comparés entre les différents groupes par le test t de Student, analyse de la
variance (ANOVA), suivi par le test post-hoc de Tukey. Le degré de signification statistique
des données a été pris a la probabilité de *p<0,05 (différence significative), **p<0,01

(différence hautement significative), ***p<0,001 (différence trés hautement significative).
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Chapitre 111 : résultats et discussion

|. Taux d’humidité et rendement d’extraction

Apres avoir pesé 5g d’échantillon plusieurs jours jusqu’a I’élimination totale de 1’eau et
obtention d’un poids stable qui est de 2,44 g. Le taux d’humidité dans les écorces de RA est
donc de 48,8 %. Une macération a été réalisée sur la poudre des écorces de Rhamnus alaternus
avec du méthanol, aprés extraction et eévaporation du solvant d’extraction, on a obtenu un

extrait sec ayant un poids de 8,15 g qui correspond a un rendement de 16,3% (Tableau V).

Tableau V : Taux d’humidité et rendement d’extraction en pourcentage.

Parametres Taux
Taux d’humidité 48,8 %
Rendements d’extraction 16,3 %

Les résultats des rendements d’extractions méthanoliques de 1I’espéce Rhamnus alaternus
de plusieurs études s’averent parfois supérieurs ou inférieurs aux notres. C’est le cas de 1’étude
réalisée par (Boussahel et al.,2015), ou il a été démontré que I'extrait méthanolique provenant
de I'écorce de R. alaternus présentait un rendement de 6,8%. L’étude travaux menée par
(kherbachi et al .,2022) sur I’écorce de la méme espéce originaire d’Amizour a révélé un
rendement de 18,2% pour I’extrait éthanolique. Ces résultats sont légérement supérieurs par

rapport aux notres.

D’aprés(Hayouni et al., 2007) on constate que plusieurs paramétres peuvent
potentiellement influencer le taux d'extraction des composés, tels que la période de récolte de
la plante, le processus de séchage, le volume et le type de solvant utilisé. Diamétre des

particules de I’échantillon, la durée de macération
Il. Tri-phytochimique

Les tests phytochimiques sont utilisés pour caractériser qualitativement les différentes
familles de métabolites secondaires présentes dans 1’extrait méthanolique des écorces de

Rhamnus alaternus (Daira et al., 2016).

Les résultats de ce criblage phytochimiques sont reportés dans le Tableau V1. lls révelent

la présence ou I’absence d’un groupe de metabolites secondaires.
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Tableau VI : Résultats des tests phytochimiques de 1’écorce de Rhamnus alaternus

Classe 5 Les dérivés
g Polyphénol o . .
chimique anthracéniques Tanins Terpenoides
totanx libres

Révélation
+++ +++
(lasse stérols et
chimique T ——— Saponines Mucilages Alcaloides
Révélation

+++ fortement positif ; ++ Positif ; - Négative.

D’apres les résultats obtenus dans le tableau ci —dessus nous avons constaté que 1’extrait
méthanolique de 1’écorce de Rhamnus alaternus est fortement riche en tanins ; flavonoides,
polyphénols, les terpénoides et les dérivés anthracéniques libres. Les stérols et les

triterpenoides sont également présents, mais trés modérément.

Les résultats de 1’étude phytochimique préliminaire sur 1’écorce de Rhamnus alaternus
sont en accord avec les de travaux de (Ouhiba et al., 2000) révélant la présence de certaines
familles chimiques a savoir les polyphénols totaux, les dérivés anthracéniques libres, les tanins,
les terpenoides, les stérols et les triterpenoides. Cependant, nous avons constaté I'absence

d'autres familles chimiques tels que saponines, mucilages et alcaloides. Cela peut s'expliquer
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par divers parameétres tels que les différences geographiques, physicochimiques et biologiques.
Ces facteurs incluent le lieu de récolte, y compris I'environnement de la plante, la luminosite,
les précipitations, la topographie, la saison, le type de sol, la période de récolte, le patrimoine
génétique, la méthode d'extraction utilisée, la partie spécifique de la plante étudiee, ainsi que

les phytochimiques analyseés ( EI-haoud, 2018).

I11. Teneur en composés phénoliques

Tableau VI1 : Teneur en composés phénoliques de ’EMERA.

Composés phénoliques Quantités
Polyphénols totaux 50,69+3,23mg EAG/g d’extrait
Flavonoides 107,52+9,58 mg EQ/g d’extrait
Tanins 120,16+4,66 mg EC/g d’extrait

I11.1. Teneur en polyphénols totaux

Les composés phénoliques ont été quantifiés par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. La teneur en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique d’écorce de Rhamnus
alaternus a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de l'acide gallique. Elle a été

calculée en utilisant I'équation de la régression linéaire (y=0,0937X — 0,0137).

Les résultats ont montré un contenu en polyphénols totaux de 50,69 + 3,23 mg EAG/g
d’extrait (Tableau VII). En comparaison, une autre étude portant sur un extrait
méthanol/acétone des écorces de R. alaternus a rapporté une teneur de 0,64 £+ 0,03 mg GAE/g
d’extrait sec (Tarik et al ., 2020).

Cette différence pourrait étre attribuée a la composition chimique des différents solvants
utilisés et a leur capacité d'extraction spécifique pour les polyphénols (Xia et al., 2010). De
méme, les résultats de l'extrait éthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus obtenus par
(Khettal et al.,2014) sont significativement plus élevés que ceux de notre étude. Cette variation
pourrait étre due aux variations des profils phytochimiques des différentes parties de la plante
(écorce vs feuilles) (Ouahiba et al., 2020).
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I11.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été realisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3). La teneur en flavonoides de I’extrait méthanolique d’écorces de RA a été déterminée
a partir d’une courbe étalonnage en utilisant la quercétine comme standard. La teneur en

flavonoides a été calculée en utilisant I'équation de la régression linéaire (y=0,0429x-0,0063).

La teneur en flavonoide de ’EMERA est de 107,52 £ 9,58 mg EQ/g d’EMERA (Tableau
VI1). Cette quantité est inférieure a celle obtenue par( Benchiha et al.,2015 )qui est de 192,74
mg EQ/g d'extrait acétique de I’écorce de RA. D'autre part, (Kherbachi et al., 2022) ont trouvé
que la teneur en flavonoides totaux les extraits éthanoliques était plus élevée dans I'extrait de
feuilles (64,6 + 2,6 mg QE/g d'extrait sec) par rapport a l'extrait d'écorce (39,87 + 0,58 mg
QE/g d'extrait sec).

Notre résultat reste donc inférieur a ceux rapportés pour les extraits éthanoliques dans
les deux études citées ci-dessous (Benchiha et al., 2015; Kherbachi et al., 2022) Cela peut
indiquer une variabilité des teneurs en flavonoides dans les écorces de Rhamnus alaternus, liée

probablement aux différences dans les méthodes d'extraction et les conditions expérimentales.

I11.3. Teneur en tanins

Le dosage des tanins a été réalisée par la méthode de vanilline avec I’HCL. La teneur de
I’extrait méthanolique d’écorces de RA en tanins a été déterminée a partir d’une courbe
étalonnage en utilisant la catéchine comme standard, Les teneurs en tanins de I’extrait a été

calculée en utilisant I'équation de la régression linéaire (y= 0,0065x + 0,0757).

Nos résultats montrent une teneur en tanins qui est de 120,16 + 4,66 mg EC/g (Tableau
V1), comparativement, au résultats de (Kherbachi et al.,2022) qui a obtenu une quantité plus
faible dans I'extrait éthanolique de la méme espece (36,24 + 5,44 mg EC/g d'extrait sec). D'autre
part (Tarik et al.,2020) ont rapporté un taux de 3,60 + 0,2 mg EC/g MS pour I'extrait
méthanol/acétone.

Il est intéressant de noter que nos résultats concernant la teneur en tanins dans les écorces
de Rhamnus alaternus sont supérieurs a ceux rapportés dans l'extrait méthanol/acétone de
I'écorce et des feuilles de RA (Tarik et al ., 2020). Cela peut suggérer une répartition différente

des tanins dans les parties de la plante.
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D’apres les résultats, on conclut que ’EMERA présente une concentration tres élevée en

tanins condenses, suivie des flavonoides, et enfin les polyphénols totaux.

La variabilité observée en terme de teneurs en composés phénoliques peut étre attribuée
aplusieurs facteurs, tels que la nature de la matiére végetale (feuilles matures ou jeunes, écorce,
tiges...), les conditions géographiques et climatiques, ainsi que des facteurs intrinseques tels
que la génétique de la plante, le stade de maturité et la durée de stockage(Bouzid et al., 2010;
Kouamé et al., 2021) ,ainsi que la méthode d’extraction utilisée (Serge et al., 2018). Il est
important de prendre en compte ces différentes variables, car elles peuvent influencer la

fiabilité et la comparabilité des resultats entre les études (Tarik et al ., 2020).
V. Activités biologiques in vivo

1V.1. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique des écorces du Rhamnus
alaternus a été évaluée par le test de I’cedéme plantaire induit par la carragénine. Une réduction
significative du volume des pattes par rapport aux témoins est considéréee comme un effet anti-
inflammatoire (El et al., 2012). La mesure des contours des pattes des souris, a permis de
calculer le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme en fonction du temps (Figure 11) et le

pourcentage d’inhibition de I’inflammation par les différents traitements (Figurel2).

Ces pourcentages ont montré une augmentation tres importante du volume de la patte
chez le groupe contréle avec un maximum de 83,82+ 3,19 % a la troisieme heure (Figurell).
Les augmentations sont de 52,97+4,15 et de 64,43+3,04 a la deuxiéme heure chez les groupes
expérimentaux traités respectivement par le diclofénac et ’TEMERA a la dose de 250mg /Kkg,
respectivement. Cependant le groupe traité par EMERA a la dose de 500mg/kg a atteint un
maximum de 50,45+2,58 % a la troisieme heure. Ces résultats indiquent qu’il y a une
atténuation de I’cedéme chez tous les groupes expérimentaux a I’exception de celui qui est traité

par le tween 1% (contrdle négatif).
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Figure 11: Effet de I’extrait méthanolique des écorces de Rhamnus alaternus et du diclofénac
sur le contour de la patte de la souris.

L’administration préventive de diclofénac a réduit I’cedéeme de fagon progressive. Cette
diminution devient plus significative apres les 3 heures qui suivent I’injection de la carragénine,
atteignant un pourcentage d’inhibition de 71,64% a 5h (figure 12). Cependant, ’EMERA (250
et 500 mg/kg) ont réduit I’cedéme avec des pourcentages de 58,74 % et 66,73% respectivement

a la 5eme heure.
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Figure 12: Pourcentage d’inhibition de I’inflammation par ’EMERA. Les souris sont traitées
par 250, 500 mg/Kg d’extraits et 50 mg/kg dicolfénac. Les valeurs sont exprimées en
moyenne = SEM (n = 5). Les différences entre les moyennes ont été testées statistiquement
par le test ANOVA one way, suivi du test post hoc de Tukey. Les valeurs ne partageant pas
une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).
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Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique du Rhamnus alaternus possede un effet anti-
inflammatoire. Une activité qui est due probablement a sa composition phytochimique
particulierement en composés phénoliques a savoir les polyphénols, les flavonoides et les
tanins. Ces résultats sont en accord avec les résultats rapportés par (Chen et al.,2020) qui ont

montré que les composeés phénoliques possédent des effets anti-inflammatoires.

Le processus inflammatoire aigue impliqué dans l'cedéme de la patte de la souris induit
par le carragénine fait intervenir plusieurs médiateurs libérés séquentiellement. L'induction de
I'eedéme par la carragénine chez la souris est un phénomene biphasique. La libération
d'histamine et de sérotonine est associée a la phase primaire (0 - 3h), tandis que la phase
secondaire est caractérisée par la libération de prostaglandines, de protéases et de lysosomes
(Thakur et al ., 2019).

D’apres (vishunu et al.,2009) 'EMERA a une activités anti inflammatoire meilleure que
celui de Ficus bengalsisa qui a été évaluée sur I'extrait méthnolique de I'écorce de deux doses
200 et 400mg/kg suivant un processus de macération en utilisant le déclonifac comme un agent
anti inflammatoire référant. Et plus efficace que celui de 1‘extrait éthanolique d’écorce de

Theobroma cacao a des doses de 125 et 250mg/kg (sabitiu et al.,2018).

Dans cette étude, les résultats du traitement oral des souris par 'TEMERA a des doses de
250 et 500 mg/kg ont démontré une forte capacité a réduire l'cedéme de la patte de souris
provoqué par le carragénine. Bien que le mécanisme anti-inflammatoire ne soit pas démontré

dans cette ¢étude, il semble que 1’extrait inhibe le stade tardif de I'inflammation.
IV.2. Activité cicatrisante

Le potentiel cicatrisant de I’extrait méthanolique des écorces de Rhamnus alaternus a été
évalué chez la souris par l'induction d'une plaie cutanée par excision circulaire. Le processus
de cicatrisation a été suivi par une observation chromatique (macroscopique) et par la

détermination du pourcentage de contraction de la plaie.

a. Evaluation qualitative de la cicatrisation

L'évaluation qualitative de la cicatrisation induite a été realisee en prenant une photo de
la surface de chaque plaie aux jours 0, 3, 6, 9 et 12. C’est une évaluation de la cicatrisation en
se basant sur la couleur de la plaie, I'inflammation et la ré-épithélialisation. La (figure 13)

illustre I'apparence des plaies dans les quatre groupes de souris. Les images ont été interprétées
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en terme d'observation chromatique : rouge vif = sang recouvrant la plaie ; rouge foncé =
coagulation du sang dans I'épiderme ; rouge = tissu de granulation ; rose = phase

d'épithélialisation.

Groupes J3 J6 J9 J12
Controle - .
Cicatryl .
250 mg/kg ‘. . .
500 mg/kg .

Figure 13 : Photographies de lI'aspect des plaies durant la période de traitement.

En examinant les plaies a 1’échelle macroscopique (figure 13), nous avons constaté des
variations de couleur des plaies au fil du temps pour chaque groupe. Les résultats indiquent ce

qu’au :

e J3: les plaies présentaient une couleur rouge vif dans tous les lots.

e J6: lacouleur des plaies avait évolué vers un rouge foncé pour tous les groupes.
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e J9: la couleur des plaies était toujours rouge, mais d'une intensité Iégerement

atténuée, se manifestait dans tous les lots.

e J12: les plaies ont adopté une couleur rose dans tous les groupes.

b. Evolution des surfaces des plaies

Les résultats d’évolution des surfaces des plaies (figure 14) fournissent des informations
sur l'efficacité des différents traitements évalués. Tout d'abord, en examinant le groupe témoin,
nous pouvons constater une diminution progressive de la surface des plaies au fil du temps.
Cette observation suggere que le processus de guérison naturelle a eu lieu et que les plaies se

cicatrisent progressivement indiquant une amélioration significative de la guérison.

En ce qui concerne le groupe traité par 1’agent cicatrisant « Cicatryl », la surface des
plaies diminue de maniére significative a chaque point de temps évalué. Au jour 12, la surface
des plaies est réduite, atteignant seulement 665,4 pixels. Ces résultats ont prouvé que Cicatryl

a un impact positif sur la cicatrisation des plaies, favorisant une réduction plus rapide de leur
surface.

24000 A
21000
18000

15000
—@— Controle -
12000 —@— Cicatryl

9000 EMERA 250 mg/kg

6000 —@— EMERA 500 mg/kg

Surface de la plaie ( pixel)

3000

Figure 14 : Evolution des surfaces des plaies au fil du temps.

Les groupes traités avec ’EMERA a des doses de 250 mg/kg et de 500 mg/kg ont
également montré des améliorations significatives dans la guérison des plaies. Dans les deux
groupes, la surface des plaies diminue de maniere progressivement tout au long de I'expérience.

Au jour 12, la surface des plaies est réduite a 2312 pixels pour le groupe a 250 mg/kg et a 1
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450 pixels pour le groupe a 500 mg/kg. Ces résultats indiquent que le traitement avec

I’EMERA, a différentes doses, contribue a I’accélération de la cicatrisation des plaies.

En conclusion, les résultats de cette étude ont prouve l'efficacité des traitements évalués
dans la réduction de la surface des plaies. Le groupe recevant le traitement Cicatryl ainsi que
les groupes traités avec ’EMERA a des doses de 250 mg/kg et de 500 mg/kg ont tous montré
des améliorations significatives par rapport au groupe témoin. Ces résultats indiquent que ces
traitements peuvent stimuler la cicatrisation des plaies et réduire leur surface de maniere plus

rapide et efficace.
c. Pourcentage de contraction des plaies

L’¢évaluation du potentiel cicatrisant de ’EMERA a ét¢é suivie par la détermination de la
surface de chaque plaie. Les surfaces des plaies ont été mesurées a l'aide de logiciel
informatique « ImageJ » et elles sont illustrées dans la figure 14 et le taux de contraction des

plaies sont présentés dans la figure 15.

A JO, toutes les plaies avaient des surfaces proches ainsi que les mémes signes de

I’inflammation qui englobent la phase inflammatoire de la cicatrisation.

Au J3, les résultats ont montré une amélioration progressive de la cicatrisation et de la
rétraction des plaies, le groupe contrdle présente un pourcentage de rétraction de 46,54 +
3,77%, tandis que le groupe Cicatryl affiche un pourcentage légérement plus élevé de 57,26 +
1,14%. Les groupes traités avec les 2 doses (250mg/kg, 500mg/kg) d’extrait méthanolique de
I’écorces de Rhamnus alaternus montrent également des pourcentages supérieurs a celui du
groupe contrble, mais inférieurs a celui du groupe Cicatryl. 50,58+3,01% et54,72+1,18%

respectivement.

L’inflammation est installé (phase inflammatoire J0-J3) ,puisque il y’a tout d’abord un
saignement qui induit une hémostase avec formation d’un caillot suite a une induction par la

nécrose (Gall., 2010).

Au 6, on observe une augmentation significative des pourcentages de rétraction des
plaies dans tous les groupes, avec le groupe Cicatryl supérieur au pourcentage de rétraction le
plus élevé qui est de 66,18 £ 2,17%. Les groupes traités avec I’extrait méthanolique d’écorce

de Rhamnus alaternus (250mg/kg ,500mg/kg) ont montré des pourcentages de réetraction de
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57,91+2,77% et 62,54+0,36% respectivement. Cela indique une amélioration continue de la

cicatrisation par rapport au groupe contréle 52,67+2,92%.

Durant cette étape (phase de contraction J6-J9) les plaies connaissent une réduction de
leur surface alors qu'une crolte se forme entiérement et qu'un tissu granuleux se développe
progressivement. Ce tissu granuleux est principalement constitué de fibroblastes et de
myofibroblastes qui sont responsables de la synthése du collagéne, marquant ainsi le début du
processus de réparation (Y. MOULIN, 2001).

Au jour 9 et au jour 12, tous les groupes présentent une nette amélioration de la
cicatrisation par rapport au groupe controle initial 46,54+3,77%. Le groupe Cicatryl présente
également un pourcentage de rétraction élevé 87,15 + 2,86% au jour 9 et 95,91 + 0,62% au jour
12. Les groupes traités avec I’extrait méthanolique d’écorce de Rhamnus alaternus présentent
également des pourcentages de rétraction élevés, avec le groupe 500 mg/kg présentant les
meilleurs résultats au jour 12 (93,44 £ 2,02%).

Pendant cette étape (phase d’épithélialisation J9-J12) une chute de la crolte et un début
de formation du tissu épidermique ont été observés chez les souris du groupe traité avec I'extrait
méthanolique de I'écorce de RA. En revanche, dans les deux autres groupes, le processus de

formation tissulaire commence au 11¢™ jour (MOULIN, 2001).

En conclusion, ces reésultats ont approuvé que 1’application cutanée d’extrait
méthanolique d’écorce de RA, a différentes doses, favorisent la cicatrisation et la rétraction
des plaies au fil du temps. Bien que le groupe Cicatryl présente des pourcentages de rétraction
les plus élevés, les groupes traités avec 1’extrait méthanolique d’écorce de RA ont également

montré une amélioration significative par rapport au groupe contréle.

D’apres les études de (muridhar et al.,2013) L’EMERA posséde un potentiel cicatrisant
meilleure que celui d’extrait méthanoique de I’écorce de Butea monosperma de deux doses 25
et 50mg/kg. Et aussi a montré une efficacité meilleure que celui de 1’extrait éthanolique et

aqueux d’écorce d’Acacia auriculiformis a 5% (sumitra et al.,2013).
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Figure 15 : Evolution des pourcentages de rétraction des plaies en fonction des jours. Les
souris sont traitées par 250, 500 mg/Kg d’extraits et Cicatryl bio. Les valeurs sont exprimées
en moyenne £ SEM (n = 5). Les différences entre les moyennes ont été testées
statistiquement par le test ANOVA one way, suivi du test post hoc de Tukey. Les valeurs ne
partageant pas une lettre commune sont statistiquement différentes (P < 0,05).

D’apres les résultats obtenus, les traitements a base d’extrait méthanolique d’écorces de
Rhamnus alaternus (250mg/kg et 500mg/kg) et cicatryl accélérent la guérison de plaies
expérimentales chez les souris traitées par rapport aux souris du lot témoin. L’EMERA a
approuve une efficacité cicatrisante similaire a celle de médicament (cicatryl). L'extrait
méthanolique de I'écorce de Rhamnus alaternus présente des propriétés hémostatiques en
réduisant la durée de la phase inflammatoire et en favorisant la prolifération des granulations
et des tissus épithéliaux. Ces effets cicatrisants pourraient étre attribués a la présence de tanins,
présents en quantité significative, qui sont naturellement présents dans les plantes,
particulierement dans les écorces (Effet et al., 2020).
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Conclusion et perspectives

A travers cette étude, notre objectif était de contribuer & I'amélioration de la médecine
traditionnelle en utilisant I'extrait méthanolique de I'écorce de Rhamnus alaternus pour
développer une préparation thérapeutique accessible et efficace dans le traitement des plaies.
Nous avons choisi cette plante en raison de sa disponibilité dans notre région et de son

adaptation avec les conditions climatiques.

Le rendement d’extraction était de 16,3%, cependant I'analyse qualitative des extraits,
réalisée a l'aide de tests phytochimiques, a révélé la presence de plusieurs familles de composés
naturels, notamment les polyphénols, les tanins, les dérivés anthracéniques libres, les
terpénoides, les stérols et les triterpénoides ainsi que I’absence d’autres familles chimiques tels

que les saponines, mucilages et les alcaloides.

Du point de vue quantitatif, I'évaluation des teneurs en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tanins condensés par des dosages de composés phénoliques a révélé des
quantités significatives de tanins condensés et de polyphénols totaux 120,16+4,66 mg EC/g

d’extrait 50,69+3,23 mg EAG/g d’extrait respectivement.

L’extrait méthanolique R. alaternus possede un effet anti inflammatoire assez important.
En effet, ’activité anti-inflammatoire a été évaluée a l'aide du test d’cedéme de la patte arriére
droite de la souris induite par la carragénine. Ce test a montré que 1’extrait méthanolique de
I’écorce aux doses de 250 et 500 mg/Kg entraine une inhibition significative du développement
de ’cedeéme, avec des pourcentages d’inhibition respectifs de 58,74% et de 66,73%, trés
proches du control positif & savoir le diclofénac (71,64%).

Les résultats de cette étude menée in vivo ont confirmé I'effet cicatrisant de I'écorce de
Rhamnus alaternus avec un pourcentage de rétraction au 12 jour de 89,56 +0,93 % et de

93,45 +0,83 % pour les doses de 250 et de 500 mg/kg respectivement.

En conclusion, notre étude contribue a lI'avancement de la médecine traditionnelle en
proposant l'utilisation de cet extrait comme une option thérapeutique efficace et accessible pour

le traitement de I’inflammation et des plaies cutanés.

Ces resultats nécessitent des études compléementaires et plus approfondies. Il sera
intéressant de réaliser une caractérisation phytochimique par des techniques plus avancées
(HPLC, GC -MS), et des tests biologiques in vitro afin d’éclaircir le mode d’action de

I’EMERA au niveau moléculaire (culture cellulaire, kits spécifiques ...etc).
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Annexes 01 : Principaux anti-inflammatoires stéroidiens (Faure, 2009).

Annexes

DCI

Spécialités

Corticoides physiologiques

Hydrocortisone

Hydrocortisone Roussel®

Hydrocortisone Upjohn

Corticoides de synthése : voie générale

Prednisone

Cortancyl® + G

Prednisolone

Solupred® + G

Meéthylprednisolone

Médrol®

Solumédrol® + G

Bétaméthasone

Célestene® + G, dans Célestamine®.
Betnesol®
Betnesol®, Célesténe®

Célesténe chronodose®, Diprostene®

Dexaméthasone

Dectancyl®
phosphate disodique

dexaméthasone Mylan®

Budésonide

Entocort®, Rafton®

Annexes 02 : Principales formes orales des AINS commercial (Bannwarth, 2005).

Famille Dénomination  commune | Spécialiteés (exemples)®
internationale (DCI)
Salicylés Acide acetylsalicylique Aspirine Upsa

Acétylsalicylate de lysine Aspeégic
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Diflunisal Dolobis
Acétates Aceéclofénac Cartrex
Diclofénac Voltarene
Indolés Etodolac Lodine
Indométacine Indocid
Sulindac Arthrocine
Oxicams Méloxicam Mobic
Piroxicam Feldene
Ténoxicam Tilcotil
Propioniques Acide tiaprofénique Surgam
Alminoprofene Minalféne
Fénoprofene Nalgésic
Flurbiproféne Cébutid
Ibuprofene Brufen
Kétoprofene Profénid
Naproxene Naprosyne
Naproxeéne sodique Apranax
Pyrazolé Divers Phénylbutazone Butazolidine
Acide niflumique Nifluril
Nabumétone abucox
Nimesulide Nexen
Coxibs Célécoxib Celebrex
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Annexe 03 : Matériel et produits chimiques utilisés dans notre étude.

Annexes

Produits chimiques

Matériels

Folin-Ciacolteu

Chlorure ferrique (FeCl3

Eaux distillées

Carbonate de Sodium (NaCO3)
Acide sulfurique (H2SO4)
Chloroforme.

Réactif de Dragendorf

Anhydre acétique

Acide gallique

Triochlorure d’aluminium (AICI3)
Quercétine

Ethanol absolu (96%)

Méthanol absolu

Ammoniaque (NH40H)

Acétate de Sodium (CH3COONa)
Vanilline(C8H803)

Acide sulfurique

Carbonate de sodium (Na2CO3)
HCL (8%) Acide chlorhydrique
Ether di éthyle

Persulfate de potassium (K2S208)
Chlorure ferrique (0,1%)
Diclofénac 50mg/kg

Acide acétique

tween 1%

creme cicatyl bio

L’alcool a 70%.

Agitateur (VELP)
Bain Marie (Fisher Scientific)
Balance

Balance a précision
Gants
Micropipettes

Des embouts
Cristallisoir
Bécher

Spatule

Eprouvette graduée
Erlenmeyer

Flacon en verre
pissette

PH metre
Spectrophotometre
Vortex

Tubes a essais
Tubes Eppendorff
Flacons

Cages en polypropyléne
transparentes
Biberon

Sonde de gavage
Seringues

Etuves

pince

Portoire

Papier Whatman
biopsy punch.
Entonnoir

Tamis

Pied a coulisse
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Résumé :

Rhamnus alaternus est un arbuste méditerranéen appartenant a la famille des Rhamnacées.
L'extraction méthanolique d’écorce e RA a donné un rendement de 16,3%. Les analyses
qualitatives ont révélé la présence de diverses familles de composeés naturels tels que les
polyphénols, les tanins, les dérivés anthracéniques libres, les terpénoides, les stérols et les
triterpénoides. Sur le plan quantitatif, nous avons évalué les taux de composés phénoligue.
Les dosages ont révélé des quantités significatives de tanins condensés et de polyphénols
totaux. L'activité anti-inflammatoire a été suivie a l'aide du test de I'cedéme de la patte arriére
droite de la souris induite par la caragénine,Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique
du Rhamnus alaternus possede un effet anti-inflammatoire qui est due probablement a sa
composition phytochimiques particulierement en composés phénoliques a savoir les
polyphénols, et les flavonoides et que I’administration d’extrait méthanolique d’écorce de
RA, a différentes doses favorisent la cicatrisation et la rétraction des plaies au fil du temps.
Mots clés: Rhamnus alaternus, composes phénolique, effet anti-inflammatoire, effet

cicatrisant
Abstract :

Rhamnus alaternus is a Mediterranean shrub belonging to the Rhamnaceae family. The
methanolic extraction of RA bark yielded a 16.3% yield. Qualitative analyses revealed the
presence of various families of natural compounds such as polyphenols, tannins, free
anthracene derivatives, terpenoids, sterols, and triterpenoids. In terms of quantitative analysis,
we evaluated the levels of phenolic compounds. The measurements revealed significant
amounts of condensed tannins and total polyphenols. The anti-inflammatory activity was
assessed using the carrageenan-induced hind paw edema test in mice. The results demonstrate
that the methanolic extract of Rhamnus alaternus possesses anti-inflammatory effects, which
are likely due to its phytochemical composition, particularly the presence of phenolic
compounds such as polyphenols and flavonoids. Furthermore, the administration of methanolic
extract of RA bark at different doses promotes wound healing and wound contraction over

time.

Keywords: Rhamnus alaternus, phenolic compounds, anti-inflammatory effect, wound

healing effect
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