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1. Introduction



Les plantes médicinales sont connues et utilisées traditionnellement dans plusieurs régions
du monde de par leur efficacité (Djeddi ef al., 2015). Selon I’OMS, dans de nombreux pays,
I’utilisation des produits phytochimiques a des fins pharmaceutiques augmente. En effet, ils
contiennent des composés naturels bioactifs appelés métabolites secondaires capables de
traiter de nombreuses pathologies, de plus, plusieurs études ont approuvé la présence et la
diversité des activités de ces métabolites secondaires (Bruneton, 1999 ; Haddouchi et al.,

2016).

Les métabolites secondaires végétaux ont plusieurs intéréts mis a profit dans ’industrie, en
alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composés sont en grande mesure illustrés
en thérapeutique et en pharmacologie (Bahorun, 1997). Clematis flammula L. est utilisée en
médecine conventionnelle depuis le début de la civilisation chinoise. Cette espéce est répandu
dans le monde mais surtout dans le sud de I’Europe et du nord de I’Afrique, elle est
notamment largement utilisée en Algérie car elle occupe une place importante dans la
recherche scientifique (Bruneton, 1999 ; Chawla et al., 2012 ; Hao et al., 2013 ; Ayouni et
al., 2016).

Comme aucune étude d’activité phytochimique et biologique n’a été réalisée sur les grains de
clematis flammula L. et que cette espece est trés utilisée pour traiter de nombreuses
pathologies comme la sciatique, les rthumatisme, 1’arthrite, les brilures superficielles, les

cancers et les ulceres (Bellakhdar, 1997 ; Rivera ef al., 2008 ; Meddour et al., 2010).

Sachant que I’inflammation et les attaques oxydantes sont un terrain favorable pour de
multiples maux, il serait nécessaire d’évaluer les activités antioxydants et anti-inflammatoire
des extraits des graines de cette espece et d’estimer la teneur de leurs composés actifs
essentiels et de leurs activités biologiques et de confirmer ainsi la pertinence de son utilisation

comme remeéde traditionnel.



II. Recherche
bibliographique



II.1. Radicaux libres.

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés, cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’¢lectron nécessaire pour acquérir la stabilité. En effet, une réaction
en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui
arrachant son ¢lectron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

Le terme ERO réfeére aux especes oxygénées qu’elles soient radicalaires tels que 1’anion
superoxyde et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel que 1’oxygene singulet, le
peroxyde d’hydrogéne (Pincemail er al, 2002). Par contre, les especes réactives
nitrogénées (ERN) sont produites a partir d’especes réactives de 1’azote (Valko et al.,
2007) et sont représentées par le monoxyde nitrique (NO°) synthétisé a partir de L-
Arginine par les NO synthases en présence de I’oxygene et du NADPH et d’oxygene.

En biologie, 'intérét de cet ¢élément est focalisé sur son effet vasodilatateur (Gutteridge,
1995 ; Valko et al., 2007). Quant au peroxynitrique (ONOO-), molécule cytotoxique
extrémement réactive produite en présence de 1’anion superoxyde et le monoxyde d’azote

(Pincemail et al., 2002 ; Vamecq et al., 2004).

Le produit de cette réaction est généralement considéré comme étant un médiateurs
chimiques (Bérard, 1997) et un puissant oxydant qui traverse les membranes biologiques
(Delemasure et al., 2006). En outre, aucun systéme enzymatique spécifique n’est capable

de le dégrader a I’exception des séléno-protéines (Vergely et Rochette, 2002).

I1.1.1 Sources des espéces réactives.
I1.1.1.1 Sources endogenes.

Au cours du transfert d’¢lectrons dans la chaine respiratoire au niveau de la membrane
interne de la mitochondrie, environ 2 & 3% de l'oxygeéne subit une réduction
monoélectronique, conduisant a la formation du radical superoxyde O2", au niveau de
I’ubiquinone (coenzyme Q) (Gardés et al, 2003; Mozaffarieh et al., 2008).
L'inflammation est également considérée comme une source supplémentaire non
négligeable de radicaux oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires
activées qui sont le lieu de 1’explosion oxydative. Ce phénomene se produit via l'activation

du complexe de la NADPH oxydase, enzyme capable d'utiliser I'oxygéne moléculaire pour



synthétiser de I'anion superoxydes. Sous controle, ce mécanisme est primordial contre les

attaques infectieuses.

De plus, La NADH deshydrogénase, située dans la membrane mitochondriale interne, tout
comme la NADPH oxydase présente au niveau des cellules endothéliales vasculaires,
peuvent conduire a la formation de radicaux superoxydes (Favier, 2003 ; Ushio-Fukai et

Wayne, 2004).

» Xanthine oxydoréductase.
Cette enzyme est présente en grande quantité au cours de l'ischémie ou ATP intracellulaire

est catabolis¢ en AMP puis en hypoxanthine. Cette derni¢re en présence de I'oxygéne au
cours de la reperfusion, est oxydée par la xanthine oxydase en xanthine puis en acide
urique. Cette oxydation est en plus accompagnée d'une libération d'anion superoxyde et ses

dérivés radicalaires (Martin et al., 2004 ; Margaill et al., 2005).

» Oxyde nitrique synthétase.
L’oxyde nitrique synthase (NOS) est une enzyme qui produit naturellement le NO°, via

une réaction qui épuise du B-nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADPH) et de I’O;
pour oxyder la L-arginine en citrulline et en NO°. Les NOS utilisent pour fonctionner un
ensemble de co-facteurs : la tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine mononucléotide (FMN)
et un groupement héménique (protoporphyrine IX de fer) ainsi que la flavine adénine

dinucléotide (FAD) ( Sennequier et Vadon-Le Goff, 1998 ; Genestra et al., 2006).

I1.1.1.2 Sources exogenes.

La fumée de cigarettes, les résidus de médicaments, I’exposition prolongée au soleil, la
pollution atmosphérique, 1’ozone, les radiations et les pesticides représentent les sources
majeures des oxydants exogenes (Pincemail et al., 1998 ; Favier, 2003 ; Berger, 2006).
Egalement, une utilisation accrue de 1’oxygeéne durant 1’effort physique, augmente la
formation d’ERO au niveau des mitochondries des cellules musculaire (Pincemail et al.,
2001).

D’autres éléments naturels tel que les métaux de transition sont également considérés
comme des especes pro-oxydantes source des radicaux par le biais de leur forme oxydée,
mais aussi par celui de leur forme réduite, qui peut réduire une espéce oxydante en une
espeéce beaucoup plus réactive, notamment la réaction de Fenton dans le cas du Fer,

chrome, cuivre, etc) (Fontaine, 2003 ; Vamecq et al., 2004).



I1.1.2 Roles des radicaux libres.
I.1.2.1 Roles physiologiques.

A concentrations physiologiques, les RL peuvent intervenir dans le contrdle d’un certain
nombre de fonctions cellulaires sans étre cytotoxiques (Vamecq et al, 2004). En effet,
leurs roles sont primordiales et indispensables a 1'organisme en s’impliquant dans divers
processus vitaux, dont transduction des signaux cellulaires comme médiateurs (Huet et
Duranteau, 2008) intra ou extracellulaires, en induisant la réponse cellulaire a de
nombreux stimuli physiques (rayons ultraviolets) et chimiques (xénobiotiques) (Berger,

2006).

Leurs roles peut également s’étendre a la régulation des genes et au fonctionnement de
certaines enzymes (Vamecq et al., 2004 ; Huet et Duranteau, 2008). Lors des attaques
par des microorganismes pathogeénes, les RL jouent un role important dans leur
inactivation et leur destruction. Cette aptitude est rendu possible par I’induction de la
peroxydation et de la déstabilisation des membranes, par oxydation et inactivation de leurs
protéines de structure (Demoffarts et al., 2005).

11.1.2.2 Roles pathologiques.

Une perturbation du statut oxydatif intracellulaire qui résulte d’un déséquilibre entre les
systemes producteurs d’especes radicalaires oxydantes et les systeémes de défense
antioxydants au profit des premiers est appelé stress oxydant (Bonnefont-Rousselot ez al.,
2002 ; De Moffarts et al., 2005).

En I’occurrence, les modifications génomiques, métaboliques et fonctionnelles induites
par les RL ont été¢ impliquées dans le développement de différentes pathologies (Berger,
2006). De nombreux travaux indiquent que les RL sont impliqués dans le développement
de plusieurs pathologies, a savoir les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiovasculaires, les cancers...etc (Pincemail er al., 2002 ; Berger, 2006 ; Huet et

Duranteau, 2008).



I1.1.3 Cibles des radicaux libres.
I1.1.3.1 Acide nucléique.

Les groupes réactifs dans les bases de I’ADN, sont fortement susceptible de 1'attaque des
radicaux libres, ce qui aboutit & des mutations génique qui provoques la mort cellulaire ou
a des carcinogenes ou a une toxicité (Sreelatha et Padma, 2009).

11.1.3.2 Protéines.

Des oxydations des acides aminées et la rupture des ponts entre protéines (dénaturation),
meénent a des altérations au niveau des structures protéiniques. Notamment a des
modifications de la charge électrique et de la conformation structurale. Ces éveénements
sont la source de perte des fonctions catalytiques ou structurales et d’une accélération de la
protéolyse (Lemarchand, 2008). Ces remaniements non physiologiques dérégulent les
signaux de prolifération ou de défense cellulaire et géncrent des dépdts responsables

d’amyloidose et de fibrose (Favier, 2003).

I1.1.3.3  Lipides.

L’attaque des lipides par les molécules oxydantes est un processus complexe se produisant
en cellules en aérobies entre molécule d’oxygene et acides gras polyinsaturés provoquant
le dysfonctionnement des membranes et dépdt de lipides oxydés dans les vaisseaux ou

tissus agés (Rasool et al., 2011).

11.1.3.4 Glucide.

Le radical OH peut couper les molécules de sucres et laisser apparaitre des liaisons entre

sucres et protéines provoquant un €paississement membranaire (Pasquier, 1995).

I1.1.4 Maladies liées au stress oxydatif.

La majorité des pathologies pour ne pas dire la totalité sont causées par le stress oxydatif.
Ces déséquilibres font apparaitre des molécules biologiques anormales, de plus, en activant
ou en ¢levant le taux d’expression de certains geénes. Le cancer, la cataracte, la sclérose
latérale amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire aigu, I’cedéme pulmonaire, le
vieillissement accéléré, 1’ Alzheimer, la maladie de parkinson, les infections intestinales, le
rhumatisme, 1’athérosclérose et le diabéte... sont tous des pathologies causées par le stress

oxydatif (Atawodi, 2005, Georgetti et al., 2003).



I1.2. Antioxydants.

Les antioxydants contribuent fortement a minimiser 1’impact des radicaux libres sur la
cellule (Goussard, 1999). En effet, des systemes de défense spécifiques contre le stress
oxydatif visent en premicre ligne a limiter les réactions radicalaires qui sont en majorité
irréversibles (Ré€ et al., 2004), protégeant ainsi I’organisme des effets déléteres des especes
réactives a 1’oxygéne (Haleng et al., 2007), notamment a corriger les dommages et les
pathologies qui en découlent (Roussel, 2009). Au niveau de 1’organisme, ils sont présents
dans les compartiments intracellulaires, membranaires et extracellulaires. Ils agissent de
manicre directe ou indirecte en prévenant la formation des EROs ou en les captant
(Fontaine et al., 2002). IIs sont reparties en deux groupes distincts, endogeénes et exogenes

(Durand et al., 2013).

I1.2.1 Antioxydants endogénes.

Au niveau cellulaire, la production des ERO est controlée par des systemes de défense

enzymatiques et non enzymatiques (Matés, 1999).

I1.2.2 Antioxydants enzymatiques.

En effet, la cellule est dotée de nombreuses enzymes a activité antioxydants comme la
superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT)
(Beckman et Ames, 1998).

I1.2.3 Antioxydants non enzymatiques.

L'action protectrice non enzymatique est conduite par celle de différents composés
réducteurs d’origine métabolique. En effet, ces composés antioxydants sont synthétisés au
niveau de I’organisme et parmi lesquels nous avons le glutathion, I’acide lipoique, la L-
arginine, 1’ubiquinone, 1’acide urique, la mélatonine, la bilirubine...etc (Beckman et

Ames, 1998).



I1.2.4 Antioxydants d’origine végétale.

Les plantes médicinales notamment [’alimentation sont d’importants apports
d’antioxydants qui jouent un réle majeur dans la lutte contre le stress oxydatif. Les plus
pertinants sont les vitamines E et C, les caroténoides, les polyphénols, les acides gras
oméga-3 et oméga-6 ainsi que des traces de métaux (sélénium, manganése, et zinc)

(Kalam et al., 2012).

I1.3. Activité anti-inflammatoire.

11.3.1 Définition.

L'inflammation est une réponse protectrice innée aux lésions tissulaires provoquée par des
traumatismes physiques, substances chimiques ou des microbes (Gy et al.,, 2008). Sa
fonction principale est d’éliminer l'infection et de réparer les dommages (Lafuente ef al.,
2009). Cependant, cette réaction se manifeste par des symptomes tels qu’une rougeur, de la
chaleur, une douleur et un cedéme (Musteur, 2005). Elle se déroule en quatre étapes : la
reconnaissance des signaux de danger, le recrutement des cellules sur le site de 1’infection,
¢limination du pathogene, la résolution de I’inflammation a la cicatrisation du tissus 1¢ésé
(Barton, 2008).

Les médiateurs chimiques spécifiques changent avec le type de processus inflammatoire et
incluent des amines telles que I’histamine ; la sérotonine, les prostaglandines et les kinines
(Vijayalakshmi, 2011). Il y a également des augmentations de certaines protéines
plasmatiques et des leucocytes sanguines, également, la génération de la fievre
(Shankhajit ez al., 2010). Cependant, une activation excessive peut causer l'inflammation

chronique (Lafuente et al,. 2009).

I1.3.2 Différents types de I’inflammation.

I1.3.2.1 L’inflammation aigué.

L’inflammation aigué est une réponse précoce et immédiate a un agent agresseur,
caractérisée par des phénomenes vasculo-exsudatif intenses. Elle peut étre divisée en trois
grandes phases : une phase vasculaire immédiate, une phase cellulaire consécutive, et une

phase de résolution et de cicatrisation (Dorward et al., 2012) .



11.3.2.2 L’inflammation chronique.

L’inflammation chronique est une évolution de I’inflammation aigué (Serhan et al., 2010).
La perturbation de son contrdle physiologique conduit a la chronicité de I’inflammation.
Le tabagisme, I'hypertension artérielle ou certaines maladies auto-immunes, peuvent
engendrer une inflammation chronique, tout comme I'obésité, la sédentarité¢ ou le stress
(Anzai et al, 2004). Elle fait intervenir des cellules lymphocytaires spécifiques et
l'apparition de molécules d'adhésion qui permettant leur transmigration dans les
compartiments extravasculaires. Elle est a 1’origine de différentes maladies chroniques
(Cavaillon, 1993). Il existe deux types de I’inflammation chronique ; 1’inflammation

chronique spécifique ou I’inflammation granulomateuse (Pahwa, 2020).

I1.3.3 L’inflammation et dénaturation protéique.

Les peroxyles et les radicaux libres formés pendant I’inflammation peuvent causer
I’oxydation, la décarboxylation, la désamination et les dommages structurels des acides
aminés (Govindappa et Poojashri, 2011), ce qui peut donner naissance a des protéines
non fonctionnelles, souvent observables chez les patients présentant la maladie de

Parkinson, d’Alzheimer et le cancer (Sakat et al., 2010).

11.3.4 Les anti-inflammatoires.

Les anti-inflammatoires sont utilisés pour traiter toutes les pathologies a caractere
inflammatoire, doués en outre d’une activité antipyrétique et antalgique (Muster, 2005) et
destinés a éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique
(Orliaguet et al., 2013). Ces molécules sont classées en trois catégories :

I1.3.4.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).

C’est une catégorie de médicaments renfermant de nombreuses molécules, telles que le
diclofénac, 1’ibuproféne, I’aspirine et I’indométacine (Erdogan et al., 2019). Leur mode
d’action est d’empécher la formation de prostaglandines responsables de 1’inflammation en

inhibant la production de la cyclooxygenase (Krzesinski et Piront, 2002).



11.3.4.2 Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS).

Les glucocorticoides sont dérivés du cortisol. Ils possédent des propriétés anti-
inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives puissantes (Jacqz-aigrain et
Guillonneau, 1998) et a une action inhibitrice de la synthése des prostaglandines, qui
s’exerce spécifiquement sur la phospholipase A2 au début du métabolisme de I’acide
arachidonique (Muster, 2005). IIs ont une action cytoplasmique et génomique (Janeway
et al., 2001). L’induction de I’expression de gene anti-inflammatoire et inhibent la
production des prostaglandines en réprimant 1’expression de géne pro-inflammatoire

(Weill et Batteux, 2003).

I1.3.5 Les anti-inflammatoires d’origine naturelle.

Certains composé€s phytochimiques possédent une activité anti-inflammatoire et ont pour
cibles particulieres les cyclooxygénases, les lipoxygénases, le NO, la phospholipase
A2...etc (Yatoo, 2018). Ces molécules présentent un intérét grandissant, avec moins
d’effets secondaires (Dhingra et al., 2018). IIs peuvent agir en synergie avec les enzymes,
les protéines de la voie antiinflammatoire ou interférer avec ceux-ci dans la voie
inflammatoire comme les lipoxygénases, les cyclooxygénases, les facteurs de nécrose

tumorale, les interleukines, la prostaglandine, et I’oxyde nitrique (Yatoo, 2018).

11.3.6 Méthodes d’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro.

Les tests in vitro se font généralement sur les molécules ou les cellules qui sont impliquées
dans D’activité inflammatoire. Parmi ces tests on cite le test de la dénaturation des
protéines, test de stabilit¢é membranaire et test d’inhibition d’enzyme pro-inflammatoire

(Seeman, 1967 ; Charlier et Michaux, 2003).



I1.4. Clematis flammula L.

11.4.1. Généralité.

La clématite est une plante qui appartient au genre des Ranunculaceae contenant pres de
350 especes. Ce genre est distribu¢ dans le monde et est cultivé localement dans la région
médiane des deux hémispheres terrestre avec un certain nombre d’especes diffusé dans les

zones tropicales (Tamura, 1995).

C. flammula L. est une espece caractéristique du bassin méditerranéen, trés répondu dans
les haies et les bois. Elle est cultivée en Europe du sud et en Afrique du nord comme plante
médicinale et fait partie des 147 espéces des Clematis recensées en chine (Wu et al.,

2001).

L'espece qui est originaire de I'Europe méridionale et I'Afrique du Nord est cultivée dans le
monde entier comme plante ornementale dans les jardins. C'est également utilisé par les
populations rurales en Algérie (Kabylie) pour traiter la polyarthrite rhumatoide, les
brhlures et les plaies superficielles (Atmani et al., 2009). Est largement utilisée
traditionnellement par les populations indigeénes berberes en Algérie pour traiter les

troubles gastro-intestinaux (Yous et al., 2018).

I1.4.2. Description botanique.

Clematis flammula L. est une espece ligneuse, connue sous le nom de « berceau de la
vierge odorante » grimpante et vigoureuse, d’environ Sm de long, a feuilles bipennées et
caduques, composées de 5 a 7 folioles étroites. Elle présente des fleurs blanches et

odorantes, a floraison en période estivale (de juin a aout) (Baba Aissa, 1999).
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Figure 01 : Feuilles et fleurs de Clematis flammula L. (photographies originales).

Connue sous son nom kablye azenzou, ou encore Clématite brulante en frangais et
Yasmine el-beri en arabe, cette plante est caractérisée par la présence de proto-anémonine
au niveau des feuilles, une molécule extrémement irritante pour la peau et les muqueuses

(Bézanger-Beauquesne, 1990).

I1.4.3. Classification.

Tableau (1) : Classification taxonomique de clematis flammula L. (Bernard, 1997).

Rang taxonomique Nomenclature Régne

Régne Plantae-Végétal

Division Magnoliophyta- plante a fleur
Classe Magnoliopsida

Ordre Ranunculales

Famille Ranunculacea

Genre Clematis

Espéce Clematis flammula L.

Tableau (2) : Principaux noms vernaculaire de la plante clematis flammula L. (Bernard,
1997).

Nom scientifique Nom vernaculaire | Nom vernaculaire | Nom commun
berbere arabe
Azenzu ; Zenzou ;| Noard barda Yasmine | Clématite brulante
Clematis flammula L. | Azrou ; Touzimth ; | bari Sebenq
Timedjerdim

I1.4.4. Composition chimique.

Les espéces de clématite ont un large éventail de constituants chimiques tels que les tri-
terpeénes, les flavonoides, les lignanes, les coumarines, les alcaloides, les huiles volatiles,
les stéroides, les acides organiques, les composés macrocycliques et les polyphénols

(Marec et al., 2008).

Des études ont révélé que les racines de Clematis chinensis L. étaient riches en
triterpenoides, saponines, flavonoides et lignanes. Malgré leur utilisation en médecine
traditionnelle, ces espéces possedent d'autres molécules toxiques telles que les substances

protoanémonine, I’acide aristolochique, 1’anémonine, la clématite, un produits chimiques
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qui irritent la peau et les muqueuses, cependant, cette propriété disparait lorsque la plante

est séchée (chawla et al., 2012).

I1.4.5. Utilisation thérapeutique.

Clematis flammula appelée clématite (Marc et al., 2008) est utilisée dans le traitement de
nombreux maux, en particulier l'arthrite et les brilures superficielles, également le cancer
(Atmani et al., 2011). La clématite est ¢galement utilisée comme diurétique, transpiration,
excitation, rougeur et soulagement de la douleur. Cette plante est également utilisée pour

traiter les brllures topiques et les plaies graves (chawla et al., 2012).

Dans les revues de la littérature scientifique, l'effet anti-inflammatoire (Bremner et al.,
2009) et le potentiel antioxydants des extraits de feuilles de Clematis flammula L. ont été
étudiés (Atmani et al., 2009). En effet, la clématite est une source botanique de divers
composants pharmacologiquement actifs, qui a longtemps été utilisée en médecine

conventionnelle depuis le début de la civilisation chinoise.

Traditionnellement, administrée par voie orale pour traiter la polyarthrite thumatoide, les
troubles osseux, les maladies chroniques de la peau et est utilis¢ comme diurétique. Par
ailleurs, la clématite est appliquée sur les surfaces corporelles pour les ampoules et est
¢galement utilisée comme cataplasme pour traiter les infections purulentes et les ulcéres

(Hao et al., 2013).

De plus, 26 especes de Clématites sont traditionnellement utilisées sous diverses formes,
pour le traitement de maladies telles que les troubles neurologiques, la syphilis, la goutte,
le paludisme, [I'inflammation des intestins, les rhumatismes, 1’asthme, etc.
en effet, elle a une action analgésique, anti-inflammatoire, diurétique, antitumorale,

antibactérienne et anticancéreuse (Chawla et al., 2012).

Egalement utilisée dans le traitement de la maladie dite blzelim (sorte de sciatique), ou on réalise
avec la plante fraiche un cataplasme qu’on applique, le soir sur la région douloureuses
(Benkhnigue, 2011) (boullard, 2001). Les feuilles sont de méme, utilisées pour le
soulagement temporaire des plaies fréquentes. Cette partie est appliquée aprés avoir été
fraichement broyée sur l'articulation enflammée pendant environ 15 a 30 minute (Yesilada

et Kuperi, 2007).
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I1.5. Saponines.

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires que l'on trouve
couramment dans les plantes. Leur nom est dérivé du latin sapo, signifiant savon, en raison
de leur capacité a former des solutions mousseuses en présence d'eau (Bruneton, 1999). Se
sont un grand groupe de glycosides largement distribués dans les plantes supérieures.

Ces composés se distinguent des autres glycosides par leurs propriétés tensioactives
(Sparg et al., 2004). En effet, Ils possédent un large éventail de propriétés
pharmacologiques et pharmaceutiques, hémolytiques et des activité antibactérienne et
insecticide (Baumann et al., 2000). Ils sont ¢galement demandées dans l'industrie
pharmaceutique car elles sont le point de départ de la semi-synthése des médicaments

stéroidiens et elles sont utilisées dans l'industrie cosmétique (Estrada et al., 2000).

I1.6. Sucres totaux.

Les sucres jouent un réle prédominant dans la vie végétale, ont un rdle dans la conversion
en composés de stockage (lipides, saccharose ou amidon), et dans la régulation des
processus métaboliques dépendant de concentration en sucre (Loretti et al, 2001). Ont
d'autres ont rdles structuraux (cellulose, chitine) et des rdles biologiques importants,
comme les signaux de reconnaissance (glycanes des glycoprotéines et des glycolipides)

(Well, 2001).

I1.7. composés phénoliques.

Les composés phénoliques sont les produits du métabolisme secondaire des plantes,
(Martin et Andrantsitohaina, 2002). Ces composés possédants dans leur structure, au
moins un noyau benzénique en commun, auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles substitués a d’autres molécules, fréquemment a des sucres (résidus

glycosides) (Giada, 2013).

Environ 8000 composés compose ce groupe, divisés en plusieurs catégories,
comprennent les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Middleton et al.,
2000). Leur répartition qualitative et quantitative dans la plantes varient selon 1'espece,
I'organe, le tissu ou le stade de développement et se caractérisent par La présence de

groupements phénoliques dans sa structure (Kuhnau, 1976).
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On distingue :
e Les acides phénoliques (C6-C1etC6-C3),
o Les flavonoides (C6-C3-C6),
e Les lignanes (C6-C3-C3-C6),
e Les stilbénes (C6-C2-C6).

I1.7.1. Biosynthése des composés phénoliques.

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir d’hydrates de carbone
via deux voies (Martin et Andrantsitohaina, 2002) :

e Celle de I’acide shikimique : responsable de la conversion des glucides
phosphates, issue de 1’oxydation des pentoses phosphates apres transamination
et / ou désamination, en acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels
que les acides benzoiques ou les phénols simples.

e C(Celle de I’acétate : qui conduit a des polyacétates de longueurs variables
menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8
anthraquinones ou a des naphtoquinones.

e La combinaison des deux voies conduit a la formation de composés d’origine

mixte, les flavonoides.

I1.7.2. Role des polyphénoles.

Comme cité plus haut, ils suscitent un intérét thérapeutique grandissant, notamment en
raison de leurs effets bénéfiques sur la santé¢ (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Leur rdle
d'antioxydants naturels attire de plus en plus l'attention dans la prévention et le traitement

des cancers, de l'inflammation et des maladies cardiovasculaires (Varban et al., 2009).

Les composés phénoliques varient en structure a partir de simples cycles aromatiques de
faible poids moléculaire jusqu'a trés haut poids moléculaire, selon le nombre et la
disposition des atomes de carbone qui les composent et en fonction de leurs propriété
(Chénier et al., 1997). Ils sont impliqués dans les réponses de défense contre divers

stress biotiques ou abiotiques (agents pathogénes, rayonnement UV, etc).
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I1.7.3 Classification.

Les composés phénoliques peuvent étre classés de différentes maniéres en raison de leur
diversité et de la présence d'un grand nombre d'hétéro-structures

e Les acides phénoliques -

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui ont au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les
dérivés de 1’acide hydroxybenzoique (C6-C1) et les dérivés de I’acide hydroxycinnamique

(C6-C3) (Pandey et al., 2009).

I1.7.4 flavonoides.

Les flavonoides occupent une large catégorie des composés phénoliques, responsables de
la coloration des fleurs et des fruits. Ils existent sous forme de glycosides solubles
(Guignard, 1979). Des reméedes a base de plantes renfermant des flavonoides sont utilisés
en médecine traditionnelle de par le monde (Di Carlo et al., 1999). Les flavonoides
peuvent étre classés selon leurs natures chimiques, en flavones, flavonols, flavanols,

isoflavonoides, flavanones et anthocyanes (Vauzour, 2012).

Figure(2): Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).

I1.1.5 Effet thérapeutique.

Ils jouent un role trés important dans le traitement du diabéte (inhibant I’aldose réductase),
de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la
phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension
(quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et

virales (anti-HIV) (Greenberg et Yao, 2004).
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I1.1.6 tanins.

Les tannins sont des polyphénoles que 1’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d’arbres et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d’unités répétitives monomériques qui varient par leur centre asymétrique ainsi que

par leurs degrés d’oxydation (Bruneton, 2008).

Figure (3): Structure des tanins (A) hydrolysables et (B) condensés
(Das et al., 2020).

Classiquement on distingue deux groupes de tannins : les tannins hydrosolubles (I’acide
gallique) et les tannins condensés (la catéchine), qui différent par leur structure et leur
origine biogénétique. Ils sont d'une extréme diversité dont les propriétés tannantes sont
basées sur le fait qu'ils précipitent dans les solutions aqueuses certaines protéines de la
peau, en particulier la gélatine, leurs solutions aqueuses ont un caractere acide (Cuirs et

Peaux, 1947).
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III. Materiel et
Methodes



II1.1. Matériel.

IT1.1.1. Matériel non biologique.

II1.1.1.1 Appareillages.

Micropipettes, vortex, bain marie, balance de précision, Spectrophotométre, pH
meétre, cuve en quartz et en verre, barreaux magnétiques, verrerie, eppendorfs,

centrifugeuse.

I11.1.2. Matériel végétale.

La présente étude englobe un ensemble de tests, lesquels ont été réalisés sur un extrait
¢thanolique des graines de clematis flammula (EEGCF), un extrait qui a été obtenu a partir
d’une optimisation d’extraction réalis€ée par un bindme de master de 1’année universitaire

2021/2022.

Figure(4) : Photographie des graines de clematis flammula L.

I11.2. Méthodes

II1.2.1 Analyses phytochimiques

Des analyses phytochimiques ont été effectuées sur ’EEGCF afin d’évaluer sa teneur en
composés bioactifs.

I11.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux.

La teneur en composés phénoliques de ’EEGCEF a été déterminée par la méthode de Folin-
Ciocalteu selon la méthode décrite par Ribéreau-Gayon (1970), basée sur la réduction en
milieu alcalin de la mixture phosphotungstique et phosphomolibdique du réactif de Folin
par les groupements oxydables des composés phénoliques. Cela conduit a la formation
d’un produit de réduction de couleur bleue (oxyde de tungsténe et de molybdéne). Dont
I’absorbance est mesurée a 765 nm.
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Selon le protocole suivant :

e Un volume de 0,1ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 0,5 ml du réactif de Folin ciocalteu
dilué dix fois, aprés 5 min d’incubation, 0,4ml de solution de carbonate de sodium a
7,5 % a été ajouté au mélange précédent.

o Le mélange réactionnel a ét¢ incubé a 1’obscurité¢ pendant 1h.

e L’absorbance a été mesuré a 765nm.

Une droite d’étalonnage a été réalisée a I’aide d’une molécule standard (acide
gallique). Le taux des polyphénols totaux a été exprimé en milligramme d’acide gallique

équivalent (mg EAG/g).

I11.2.1.2 Dosage des flavonoides.

Le dosage des flavonoides contenus dans ’EEGCF a été déterminé selon la méthode du
trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1994), puis, le complexe jaunatre qui absorbe a
430nm a été mesuré
e Un volume de 0,3ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 0,6ml d’AlCl;
o Le mélange a été laissé incuber a I’obscurité pendant 15min

o [’absorbance a été mesurée a 430 nm.

Une droite d’étalonnage a été réalisée a I’aide d’un standard (Quercétine). Le taux
de flavonoides a ét¢ exprimé en milligramme d’équivalents Quercétine par gramme

d’extrait (mg EQ/g).

I11.2.1.3 Dosage des tanins condensés.

Le dosage des tanins condensés a été réalisé suivant la méthode de Hagerman et Butler
(1978), Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de la vanilline a produire un
complexe coloré avec les molécules des tanins en présence de 1’acide chlorhydrique. Le

complexe de couleur rouge qui absorbe a 470nm a été mesuré.

Les concentrations utilisées pour doser les tanins de I’EEGCF ont été calculées selon

le protocole suivant :

e Un volume de 50ul de ’EEGCF a été mélangé a un volume de vanilline (dissoute
dans le méthanol) ;

e Un volume d’acide chlorhydrique (HCI concentré) a été ajouté ;
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e Apres 20 min d’incubation a température ambiante et a I’obscurité ;

e L’absorbance a été mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 470 nm.

Une courbe d’¢étalonnage a ¢té réalisée a I’aide d’un standard (Catéchine). Le taux de
tanins a été exprimé en milligramme d’équivalent Catéchine par gramme d’extrait (mg

EC/g).

I11.2.1.4 Dosage des tanins hydrolysables.

Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration
bleue mesurée par spectrophotométrie (Mamadou, 2002). La quantification des tanins
hydrolysable de "EEGCF a été réalisée en utilisant la méthode au chlorure ferrique
rapportée par Mole et Waterman, (1987).
e Un volume de 0,5ml d’extrait a ét¢ mélangé avec un volume de chlorures ferriques
(FeClI3)
e Apres Smin d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a été
mesurée a 660nm.
Une courbe d’étalonnage a été réalisée a 1’aide d’un standard (acide tannique). Le taux de
tanins hydrolysables a ¢été exprimé en milligramme d’équivalent acide tannique par

gramme d’extrait (mg EAT/g).

II1.2.1.5 dosage des saponines.

Le dosage des saponines de 'EEGCF a été effectué¢ selon la méthode de Shiau et al.
(2009).
e 125ul d’échantillon a été mélangé avec un volume de vanilline 8% et un volume
d’acide sulfurique.
e Apres 10min, une lecture au spectrophotometre a été effectuée a 544nm.
Une droite d’étalonnage a été réalisée a I’aide d’un standard (diosgenine). Le taux
de saponine a été exprimé en milligramme d’équivalent diogenine par gramme d’extrait

(mg ED/g).
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I11.2.1.6 Dosage des sucres totaux.

Le dosage des sucres totaux a été effectué par la méthode de phénol / acide sulfurique
introduite par Dubois et al, (1956). Des chromophores de couleur jaune-orange ont été
mesurés a 485 nm
e Un volume de 250ul d’extrait a ét¢ mélangé a un volume d’acide sulfurique a 95 %,
apres agitation un volume d’une solution de phénol a été additionné,

e L’absorbance a été mesurée a 485nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée a 1’aide d’un standard (D- glucose). Le taux des
sucres totaux a été exprimé en milligramme d’équivalent D- glucose par gramme d’extrait

(mg ED-G/g).

II1.2.2 Activité anti inflammatoire.

I11.2.2.1 Dosage d’oxyde nitrite NO.

Cette méthode est basée sur le principe selon lequel, le nitroprussiate de sodium en
solution aqueuse a pH physiologique génere spontanément l'oxyde nitrique, qui interagit
avec l'oxygene pour produire des ions nitrites qui peuvent €tre estimés en utilisant le
réactif de Griess (Ebrahimzadeh et al., 2010). L’oxyde nitrique est en concurrence avec
de l'oxygéne, ce qui conduit a la réduction de la production de 1'ion nitrite. L’effet radical
oxyde nitrique (NO) de ’EEGCF a été évalué selon la méthode développée par Sousa et
al., (2008).

e Un volume de 0,5ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 0,5ml de nitrossiate de sodium

(PBS, pH=7,4)
o Le mélange a été incubé a la lumiére.

e 1ml de réactif du Greiss a été additionné et 1’absorbance a été mesurée a 562nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical NO a été calculé selon la formule suivante :
% d’inhibition= [(A cont _ A test) /Acont]*100

ou Acont : I’absorbance de controle et A test : 1’absorbance de la solution d’essai
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I11.2.3 Evaluation de P’activité antioxydants.

Le potentiel antioxydant de ’EEGCEF a été évalué par deux tests.
I11.2.3.1 Test DPPH.

Le protocole expérimental utilis¢é pour évaluer le pouvoir antioxydants a été décrit par
Shirwaikar ef al., (2006). Les concentrations utilisées pour déterminer le pouvoir
antioxydants d’EEGCEF a été réalisé selon le protocole suivant :

e Un volume de I’EEGCEF a été mélangé avec 2ml de solution éthanolique de DPPH,

e Le mélange a ét¢ incubé 30min dans 1’obscurité et a température ambiante,

e Une lecture au spectrophotométre a été effectuée a 571nm.

Le pourcentage de réduction du radical DPPH- est donné par I’équation suivante :

% scavenging de radical DPPH’= (Ac-Ae)/Acx100

Ac : absorbance du contrdle (DPPH-+éthanol)
Ae : absorbance de I’échantillon

Une droite d’étalonnage a ensuite était réalisés avec plusieurs pourcentages d’inhibition du

DPPH afin de déterminer la valeur IC50.

I11.2.3.2 Test ABTS.

La méthode utilisée dans la détermination de I’activité scavenger du radical ABTS~, la
solution ABTS~a été préparée selon la méthode décrite par Re et al., (1999).
e Un volume de "EEGCF a été mélangé avec un volume de solution ABTS**
préparée,
e Le mélange a été laissé incuber 7min a I’obscurité,

o Une lecture a été effectuée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 734nm.

Le pourcentage de 1’activité scavenging du radical ABTS*" est déterminé selon la formule
suivante :
% Scavenging du radical ABTS™ = (Ac-Ae)/Acx100
Ac : absorbance du controle.
Ae : absorbance de I’échantillon

Une droite d’étalonnage a ensuite était réalisés avec plusieurs pourcentages d’inhibition du
DPPH afin de déterminer la valeur IC50.
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IV. Resultats et
discussions



IV.1. Evaluation des paramétres photochimiques.

IV.1 Teneur en polyphénols totaux.

La quantification des polyphénols a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu selon
Ribéreau-Gayon (1970). A partir d’une courbe d’étalonnage d’acide gallique a différentes
concentrations, on a abouti a un résultat exprimé en milligramme équivalent acide gallique
par gramme d’extrait (mg EAG/g) équivaut a 505,66 + 48,02mg EAG/g .le meme test est
efectuer sur les feuilles de clematis flamula ont trouvé 19.65+ 3.61 mg EC/ g Atmani et al.

(2009). Et 80.14 +20 mg EC/ g (Atmani ef al. (2011).

La concentration obtenue dans la présente étude, exhibe une concentration trés importante,
sachant que les polyphénols démontrent plusieurs activités biologiques comme l'activité
antivirale, anti-inflammatoire et anticancéreuse (Anderson et Markham, 2006).
Notamment, ils possédent des effets anti-athérosclérotiques (Calabriso et al., 2015 ;
Huseini et al., 2015), anti-hémolytiques (Khalili et al.,, 2014), antimicrobiens (Palombo,
2009 ; Li et al., 2014) et anti-parasites (Calixto et al., 2015).

D’autre part, les polyphénols améliorent la dilatation médiée par le flux et la fonction
endothéliale chez I'homme en augmentant la synthése d'oxyde nitrique endothélial
(Labonté et al.,, 2013). De plus les polyphénols assurent un effet pléiotropique sur
différentes conditions humaines telles que les maladies chroniques, le vieillissement et

I'immunité (Manach et al., 2004).

La littérature actuelle suggére que la consommation a long terme d'une alimentation riche
en polyphénols protége contre certains cancers, les maladies cardiovasculaires, le diabéte
de type 2, l'ostéoporose, la pancréatite, I'obésité, les problémes gastro-intestinaux, les
l1ésions pulmonaires et les maladies neurodégénératives (Fraga et al., 2010 ; Sueoka et al
., 2015). De ce fait, la richesse de ’"EEGCF en polyphénols promet des effets bénétiques

sur la santé humaine.
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Figure (5) : droite d’étalonnage de 1’acide gallique.

IV.2 Teneur en flavonoides.

La quantification des flavonoides a ¢ét¢ estimée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (Bahorun et al., 1994). A partir d’une courbe d’étalonnage de la quercétine a
différentes concentrations préétablies, on a abouti & un résultat exprimé en milligramme

équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

Notre extrait a exhibé une teneur égale a 73,33 £ 6,5mg EQ/g. représente une teneur
importante et sachons que les flavonoides assurent plusieurs activité biologique parmi elle ;
I’activité antioxydants, inflammatoires et immuno-modulatrices (Serafini et al., 2003),
hépatoprotectrice (Tapas et al., 2008), antivirale (Gerdin et al., 2008), anticancéreux, et
cardiovasculaire (Karbin et al.,, 2015). Les flavonoides présentent également des
propriétés antiallergiques (Formica et al., 1995) et un effet bénéfique sur la prévention de
la perte osseuse chez la femme ménopausée. ( Zhang et al,2007). Comme ils présentent
aussi un impact sur le métabolisme de 1'hormone thyroidienne et préviennent les
hémorragies (Caballero et al., 2003).1a méme étude effectuer sur les feuilles ont capacité

exhibé 19.65+ 3.61 mg EC/ g (Atmani et al. (2009) et 80.14 +20 mg EC/ g( Atmani et al. (2011)

Les flavonoides peuvent étre considérés comme un traitement pour les cataractes
d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent ’aldose réductase (Goodarzi et al., 2006 ;

Ouali et al., 2007).
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Figure(6)

: Droite d’étalonnage du dosage de la quercétine.

IV.3 Teneur en tanins condensés.

La quantification des tanins condensés a été estimée par la méthode décrite par Hagerman

et Butler, (1978). A partir de la droite d’étalonnage la concentration des tanins condensés

de I’extrait de grains de plante Clematis flammula L. est de 72,27 £ 5,1mg EC/g.
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Figure (7) : Droite d’étalonnage des cathéchines.
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IV.4 Teneur en tanins hydrolysables.

La quantité des tanins hydrolysables a été mesurée par la méthode de chlorure ferrique
rapportée par Mole et Waterman, (1987). A partir d’une courbe d’étalonnage d’acide
tannique a différentes concentrations préétablies, on a abouti a un résultat exprimé en
milligramme équivalent acide tannique par gramme d’extrait (mg EAT/g) avec une valeur

¢gale ade 66,72 £ 1,7 mg EAT/g.
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Figure(8) : Droite d’étalonnage de dosage de 1’acide tannique.

Les résultats obtenus nous exhibe que ’EEGCF contient des quantités considérables en
tanins condensés et des tanins hydrolysables, ces quantités sont assez remarquables. En
outre, sachant que les tanins confeérent a ’EEGCF plusieurs activités biologiques :
antifongique, antioxydants, antivirale (Jarrige et al., 1995), antimicrobiennes
(Mekhoukhe, 2008), astringente, cicatrisante, anti-inflammatoire, anti diarrhéique,
antiseptique, anti poison, vitaminiques (Moss ef al., 1988). Elle posséde également une

activité anticoagulantes (Hui et al., 1998).

IV.S Teneur en Sucre totaux.

La quantification des sucre totaux a été mesurée la méthode de phénol / acide sulfurique
introduite par Dubois et al, (1956).

A partir d’une courbe d’étalonnage de D-glucose a différentes concentrations préétablies,
on a abouti a un résultat exprimé¢ en milligramme équivalent D-glucose par gramme

d’extrait (mg ED-G/g). Avec une valeur de 476,56 £9,6 mg ED-G/g.
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Les sucres sont utilisés pour le maintien structural de la cellule car ils permettent le
soutient de la cellule. Egalement, ils sont un ¢élément de base de [D’acide
désoxyribonucléique (ADN) et de 1’acide ribonucléique (ARN) et des Coenzymes et des
vitamines. Notamment, les sucres sont utilisés comme des signaux de reconnaissance par

exemple glycolipides et glycoprotéine (Well, 2001).
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Figure (9) : Droite d’étalonnage de dosage de D-glucose.

IV.6 Teneur en saponines.

La quantification des saponines a ét¢ mesurée par la méthode décrite par Shiau et al,
(2009).

A partir d’une courbe d’étalonnage de diosgénine a différentes concentrations préétablies,
on a abouti a un résultat exprimé en milligramme équivalent diosgénine par gramme
d’extrait (mg ED/g).

L’extrait de la présente étude contient 660,08 + 86,04 mg ED/g. qui est une concentration
non négligeable, alors 1’extrait va apporter un effet anti hyperglycémique et un effet cyto-
protecteur sur les cellules pancréatiques, notamment, une activité antioxydants et une
inhibition de I'enzyme a-glucosidase (Kumkrai ef al., 2015). De plus, elles ont la capacité
de précipiter le cholestérol, en raison de sa molécule amphipathique caractéristique ayant

une partie lipophile et hydrophile (Lacaille, et al., 1996).

Elles possédent également des activités biologiques intéressantes telles que la cytotoxicité,
l'activité anti-complément (Rezgui et al., 2016 ; Andriamisaina et al., 2018), anti-
tumorale, antiallergique, anti-inflammatoire, immunologique, antibactérienne et

molluscicide (Fang et al., 2020).
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De plus la littérature a démontré un effet antibiotique, antifongique, antivirale,
hépatoprotectrice, et anti-ulceére, comme elles possédent aussi des propriétés tensioactives,
anti-diabétique (Luo et al., 2008), anti-ob¢sité (Zheng et al., 2007), activités analgésiques,
diurétiques et activité hémolytique (Tabassi ef al., 2006). 11 a ¢galement été¢ suggéré que

les saponines pourraient &tre une source de monosaccharides (Barr et al., 1998).

Ajouter a cela, les saponines possédent des propriétés biologiques telles qu'une activité
insecticide, phytotoxique, allélopathique (Carelli et al., 2011). D’autres études ont mis en
évidence pour traiter les hémorroides, de ce fait, notre plante peut étre un traitement pour
les hémorroides, le cancer surtout le cancer du c6lon (Sayama et al., 2012) et le cancer du

col de l'utérus (Zhang et al.,2014).

A coté de tous ces bienfaits, les saponines trouvent de nombreuses applications dans
lI'industrie alimentaire et dans 1’industrie cosmétique en raison de leurs propriétés
moussantes (Sparg et al., 2004). Les applications des saponines s’étendent a 1’agriculture,
pour l'assainissement des sols (Chan et al., 2008) et en tant que pesticides naturels (Chen

et al., 2007).
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Figure(10) : Droite d’étalonnage de dosage de la diosgénine.
IV.2. Evaluation de I’activité antioxydants.

IV.2.1 Test de DPPH.

Dans la présente étude, ont été réalisée par deux tests complémentaires permettant de
donner une idée générale sur le pouvoir antioxydants. Le test DPPH est une méthode

simple et sensible. Le principe est basé sur la mesure de 1’aptitude d’un antioxydant a
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neutraliser le radical libre DPPH®. La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en
mesurant, via le spectrophotometre, la diminution de la coloration violette, due a une
recombinaison des radicaux DPPH® qui deviennent jaunes (Blois, 1958 ; Brand-Williams

et al., 1925).

Apres 30 min d’incubation, la coloration violette vire vers une coloration jaune, ce qui
montre que les échantillons ont un effet scavenger de radical DPPH®. L’activité inhibitrice
du radical DPPH® pour ’EEGCF été mesurée et les résultats sont représentés dans la

figure(10)
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Figure (11): droite d’étalonnage servant pour retrouver I’IC50 du DPPH d’EEGCEF.

L’ICsq est défini comme étant la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50% du
radical DPPH®. Plus la valeur d’ICsy est faible, plus Dactivité antioxydants est plus

puissante.

En remplagant Y par 50, on retrouve la quantit¢ d’EEGCF nécessaire pour obtenir 50%
d’inhibition du DPPH. Dans la présente ¢tude, IC50 de ’EEGCEF est égale a 1,28mg/ml.
Cette valeur est assez faible ce qui confirme ’effet antioxydants de ’EEGCF.des méme

teste ont été effectué sur des feuille de clematis flammula qui ont trouvé des IC

50=49.97ug/ml(Atmani et al. (2009) Et un IC50= 4.51ug /ml (Anusha et al. (2018).

IV.2.2 Testde ’ABTS.

Le procédé ABTS est basé sur la neutralisation d'un radical qui peut étre effectué dans des

milieux aqueux et organiques et sur une large gamme de valeurs de pH (Re et al., 1999).
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Aprés incubation, ’intensité de la coloration verte varie avec la concentration, ce qui
montre que les échantillons ont un effet scavenger de radical ABTS®". L’intensité de la
coloration a été mesurée et les pourcentages d’inhibition de radical ABTS®" ont été
calculés. L’ICsg est défini comme étant la concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber
50% du radical ABTS". Plus la valeur d’ICs est faible, plus I’activité antioxydants est plus
puissante. L’IC50 obtenu égale a 0,26mg/ml a été réalisé suivant la droite des inhibitions

suivante de la figure (11).
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Figure(12) : droite d’étalonnage servant pour retrouver I’IC50 de I’ ABTS d’EEGCF.

Des autre études ont été effectuer sur les feuilles de clematis flammula qui a un

IC50=56.5ug/ml (Atmani et al.(2011) ). Et un IC 50=39.3 ug/ml Serigne Ibra Mbacke et al.(
2017).

La capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres a été évaluée en utilisant les deux
radicaux libres DPPH et ABTS. En effet, les radicaux libres sont des molécules instables et
fortement réactives (Suresh et al., 2008), entrainant le stress oxydant, qui est défini

comme un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants (Ratnam et al., 2006).

Une surproduction des radicaux libres qui dépasse la capacité du systéme antioxydants a
les neutraliser peut conduire a un déséquilibre du redox cellulaire conduisant a ce que on
appelle stress oxydatif qui est a 1’origine des Iésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des Iésions
secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment
lors de 'oxydation des lipides (Harris, 2002). Provoquant ainsi de nombreuses maladies
chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, inflammatoires (rhumatisme,

arthrites), cancer, du diabéete, c. (Uttara et al., 2009).
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Les plantes médicinales sont des sources de la majorité des antioxydants naturels et elles
restent encore inexploitées dans le domaine médical. Comme ’espéce Clematis flammula
(Ranunculaceae) peut avoir une valeur thérapeutique potentielle et est utilisée dans la
médecine traditionnelle tunisienne comme plante culinaire pour traiter de nombreuses
maladies humaines telles que le rhumatisme, le cancer, I’arthrite et la dermatologie

(Guesmi et al., 2019).

En outre, la capacité de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, peut étre liée a la nature
des composé composant notre extrait, par exemple dans 1’étude réalisée par Saidi et al.,
(2017), ou il a montré que les feuilles et les fleurs contenaient des niveaux différents en

polyphénols chez Clematis flammula L..

Donc notre I’EEGCF pourrait étre utilisée comme un anti radicalaire et comme

médicament naturelle pour traiter les maladies causées par les radicaux libre.

IV.3. Evaluation de ’activité anti inflammatoire.

IV.3.1 Activité anti-NO.

La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire d’extrait est décrite
par Sousa et al, (2008).Cette méthode permet par la réaction de Griess, le dosage des
nitrites formés par 1’oxydation spontanée de NO. L’activité anti-inflammatoire de
I’EEGCEF a été testée a 1’aide d’un test de piégeage des radicaux libre NO et les résultats

sont représentés dans la figure (12) :
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Figure(13) : Courbe des inhibitions de NO pour le calcul des IC50 de I’EEGCF.1
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D’apres les résultats inhibiteurs du NO, Dactivité est dépendante de la concentration
d’extrait : ’activité diminue et la concentration augmente. D’aprés les résultats obtenus, la

concentration inhibitrice de ’EEGCEF est égale a 0,88mg/ml.

L'oxyde nitrique (NO) joue un role clé¢ dans la pathogenése de l'inflammation et a été
impliqué dans les Iésions tissulaires induites par les endotoxines. C’est un médiateur
produit lors d’une inflammation et production élevé de cellule immunitaire. La production
¢levée de ce médiateur peut provoquer plusieurs maladies, dont le cancer, les maladies
coronariennes, la polyarthrite rhumatoide, 'asthme et la maladie d'Alzheimer. De plus, le
NO est une molécule biologique de signalisation clé impliquée dans la vasodilatation, la
régulation de la pression artérielle, la neurotransmission et le systtme de défense
immunitaire de I'hote. Clematis flammula L. (Renonculacae) est une plante médicinale

utilisée dans les maladies liées a I’inflammation (Atmani et al; 2013).

Les résultats expérimentaux de cette étude de 'EEGCF suggérent qu’il posséde une
activité anti-inflammatoire et anti radicalaire importante, avec un IC50 = 0,88mg /ml. Une
méme étude sur les grain du nigelle stiva est effectuer a un IC=6.3ug/ml. (E.E. Elgorashi et

al (2019).

une petite quantité d’extrait peut inhiber 50% de radical NO ce qui justifie que ’EEGCF
peut utiliser dans la médecine traditionnelle pour le traitement des maladies

inflammatoires.
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V. Conclusion et
perspectives



V.1. Conclusion.

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable et inépuisable des principes
actifs car elles sont riche en composés phénoliques qui sont les composés les plus
intéressants et les plus étudiés, notamment, connues par leur vertus thérapeutiques. Le
bassin méditerranéen est connu par sa diversité végétale. Dans le nord de 1’Algérie,

Clematis flammula L. est utilisée pour traiter les maladies a caractére inflammatoire.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a étudier 1’activité antioxydants et
anti inflammatoire et la mis en évidence des métabolites secondaires existant dans

I’EEGCF.

Sur la base des résultat obtenus par les différents tests de screening photochimique réalisés,
nous concluons que EEGCF est important en phytothérapie car il a révélé la présence
d’une bonne quantité des composés d’intérét biologique (métabolites secondaire) qui
portent plusieurs activités contre les pathologies et ce qui explique 1’inhibition de certains

processus liés a 1I’oxydation et a I’inflammation.

A la lumiére des résultats obtenus par des tests in vitro, les résultats ont démontré que
EEGCF possede un fort pouvoir antioxydants, car il a la capacité de piéger de différent
radicaux libres comme le radical DPPH, le radical ABTS et d’inhibition. Comme il
posséde aussi un fort pouvoir anti inflammatoire car ce dernier a la capacité¢ d’inhiber

I’oxyde nitrique.

La plante sélectionnée dans ce travail contient des molécules trés intéressantes qui peuvent
étre considérées comme des agents antioxydants et anti inflammatoires, ils peuvent étre
employées pour des applications thérapeutiques comme des alternatifs a des médicaments

synthétiques.

V.1. Perspectives.

Vu I’importance des résultats obtenues, il serait intéressant d’orienter I’étude vers la
détermination des autres classes de composés phénoliques et de mesurer d’autres
parametres anti inflammatoire, comme le test d’inhibition de la COX2, identifier le
principe actif et son mécanisme moléculaire et cellulaire, et également, 1’évaluation in vivo

de divers protocoles afin de prévenir ou de traiter des pathologies.
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Résume

Clematis flammula L. est une plante appartenant a la famille des Ranunculaceae, largement
utilisée en médecine traditionnelle algérienne contre diverses maladies a caracteres
inflammatoires. Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales locales, nous nous
sommes intéressés au cours de cette ¢tude a évaluer la teneur en composés phytochimiques et
en mesurant les activités antioxydants et anti-inflammatoires de EEGCF. Les tests ont été
réalisés in vitro par des méthodes colorimétriques en utilisant des procédures standards.
Analyse quantitative EEGCF confirme une teneur en polyphénols de 505,66+5.1mg/g des
flavonoides de 73,33+6,5mg/g des sucre totaux de 476,56+9,6mg /g des saponines de
660,08+86,04mg /g des tanins condensé de 72,27mg/g des tanins hydrolysable de 66,72mg/g.
L’activité antioxydants a ét¢é confirmé par le teste de DPPH avec un IC50 d’ordre de
1.28mg/ml et par le teste d’ABTS avec un IC50 d’ordre de 0.26mg/ml. L’activité anti-
inflammatoire a été confirmée par le test d’inhibition de NO avec un IC50 d’ordre de 0,88
mg/ml.

Tous ces résultats confirment la richesse de ’EEGCF en composés bioactifs secondaires.
Notamment, les pouvoirs antioxydants et anti-inflammatoire ce qui encourage pour la suite
des recherches entamée dans la présente étude.

Mots clés : Antioxydants, anti-inflammatoire, EEGCF, poly phénols, flavonoides, tanins,
saponines.

Abstract

Clematis flammula L. is a plant belonging to the ranunculaceae family widely used in
traditional Algerian medicine against various inflammatory diseases. As part of the
valorization of Algerian medicinal plants, we were interested during this study to evaluate the
antioxidant and anti-inflammatory activity and the photochemical identification of EEGCEF.
Tests are done in vitro by colorimetric methods using standard procedures.

Quantitative EEGCF analysis confirms revelation of polyphenol 505.66+48.02mg/g,
flavonoids73.334+6.5mg /g total sugars 476.56+9.6, saponins 660.08+86.04 mg/g, condensed
tannins 72.27 mg/g, hydrolysable tannins 66.72+1.7mg/g. The antioxidant activity was
confirmed by the DPPH test with an IC50 of order 1.28mg/ml and by the ABTS test with an
IC50 of order 0.26 mg/ml. anti-inflammatory activity was confirmedmg/g bay a test of
inhibition of NO with an IC50 of the order of 0.88mg/ml. All these effects could be due to the
richness of EEGCEF in bioactive compounds.

All the results obtained confirm the antioxidant and anti-inflammatory power and the richness
in secondary metabolites of EEGCF, which encourages further research on the latter.

Key words: Antioxidants, anti-inflammatory, EEGCF, polyphenols, flavonoids, tannins,
saponins.



