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Introduction

Introduction

L’inflammation est un processus physiologique de défense et d’adaptation de
I’organisme contre toute agression qui entraine une altération tissulaire. Elle peut étre
déclenchée par une brdlure, un traumatisme, une irradiation ou par la pénétration d’agents
pathogénes extérieurs (virus, bactéries, antigenes, ...) (Schorderet, 1992). Le plus
souvent, cette réaction est bénéfique pour I’hdte agressé. Cette réaction met en jeu de

nombreux systemes biologiques qui visent a détruire ou a éliminer la substance étrangere.

De nombreux travaux ont eté consacrés a I’etiopathologie de la réaction inflammatoire
(Perrin et al, 1987). C’est dans ce sens que I’étude de I’activité anti-inflammatoire des
plantes est aujourd’hui devenue importante, car on peut retrouver dans les végétaux de

puissants anti-inflammatoires.

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours aux propriétes curatives des plantes et que les traitements a base de ces dernieres
reviennent au premier lieu car I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets
secondaires sur la santé publique. Plusieurs eétudes épidémiologiques et travaux
expérimentaux ont établi que I’alimentation méditerranéenne traditionnelle est la meilleure
alternative pour une meilleure santé (keys, 1995). Dans ce contexte, le recours aux
ressources naturelles et plus particulierement aux plantes médicinales devient une

importante voie alternative a explorer (Chebaibi et al, 2011).

Parmi les plantes qui n'ont pas vraiment fait I'objet d'études, on trouve les graines de
pinus. Les pins sont les especes d’arbres les plus communément plantées a cause de leur
croissance rapide, de leur résistance aux conditions les plus xériques, de leur aptitudes a
reconstituer les zones dégradées et a occuper les terrains nus (Zavala and Zea, 2004). Le
pin d’Alep (Pinus halepensis Mill.) est I'une des essences les plus répandues dans la région

méditerranéenne (Quezel and Barbero, 1992).

La plupart des pins sont considérés comme une source importante de composés
bioactifs structurellement divers et ont contribué a la découverte d'agents pharmaceutiques

et d'autres applications biomédicales (Sarac et al, 2014). Les données expérimentales
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relatives aux propriétés bénéfiques des especes de Pinus concernent principalement leurs

activités anti-inflammatoires (Rhodewald, 2002).

La présente étude a pour objectif de donner des bases scientifiques a I’utilisation de
cette plante méditerranéenne peu exploitée. Au cours de cette étude, les activités anti-
inflammatoires et anti rectocolite., issues des graines de P. halepensis Mill ont été évaluées
sur des modeles animaux. Le criblage phyto-chimique a été mené afin de caractériser les
principaux groupes chimiques bioactifs susceptibles de conférer a la plante les activités

décrites.
Pour cela, notre étude englobe deux parties, dont :

-La premiére est une syntheése bibliographique de quelques rappels sur la systématique de
la plante (Pinus halepensis Mill) et ses propriétés. Une partie sur I’inflammation a été aussi
développée dans cette partie

- La deuxiéme partie est consacrée a |I’étude expérimentale, qui porte sur I’extraction des

polyphénols et leurs dosages ainsi que I’étude de leurs activités anti-inflammatoires.
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Pin d’Alep et inflammation

I. Pinus halepensis Mill.

I.1. Description botanique

C’est une espece appartenant a la famille des Pineaceae, ce sont des arbres coniferes de 2
a 100 m de haut, leurs feuilles sont des aiguilles vertes, piquantes ou non, plus ou moins
longues, attachées seules aux rameaux, ou réunies par deux ou en rosettes (Feikh, 2014). I
est naturellement réparti dans la région méditerranéenne ou il couvre plus de 25 000 km? et
domine les formations forestieres dans les régions semi-arides et arides. Il envahit
¢galement certaines zones de 1'hémisphére sud. Pinus halepensis Mill a été largement
planté dans le bassin méditerranéen occidental au cours de ce si¢cle, mais en Afrique du
Nord, il prédomine, notamment en Algérie et Tunisic (Maestrea et al, 2003; Nahal,
1962).

Cette espéce est souvent utilisée en cosmétique pour ses épines, riche en huiles
essentielles aromatiques. Cependant, les huiles des graines de pin sont une source non
négligeable de composés phénoliques et d’huiles essentielles qui sont de trés bons agents
thérapeutiques qui pourraient étre orientés vers 1’utilisation de ces graines en pharmacie et
industries cosmétiques (Kadri et al, 2015) et elles sont également utilisés en médecine
traditionnelle et dans de nombreuses cuisines ou ils ornent les pains traditionnels, les

salades, le riz et le poisson (Nasri et al, 2005).

Figure 1 : photographies de 1’arbre de Pinus halepensis (a), des cones (b), des aiguilles
(¢), des graines (d) (Feikh, 2014).
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1.2. Taxonomie

La systématique du pin d’Alep établie se résume comme suit :

Tableau | : Taxonomie de Pinus helpensis Mill. (Farjon, 1996)

Taxonomie Description

Regne Plantae
Embranchement Spermaphyta
Sous-embranchement Gymnospermae
Classe Pinopsida

Ordre Abietales

Famille Pinaceae (Abietaceae)
Sous-famille Pinoideae

Genre Pinus

Sous-genre Eupinus

Espéce Pinus halepensis Mill

1.3. Composition chimique

L'analyse moyenne des graines a montré la composition suivante (en pourcentage du
poids sec) : protéines 22,7% ; huile 43,3% ; cendres 8,3% et les hydrates de carbone totaux
25,7%, polyphénols totaux 3,71 et les flavonoides 0,80. Le potassium, magnésium et
calcium étaient les minéraux dominants présents dans les graines et atteignent ensemble les
1%. Les acides oléiques et linoléiques étaient les acides gras insaturés principaux (27,3 et
48,8% ; respectivement), alors que le principal acide gras saturé était l'acide palmitique
(8,75%) (Cheikh-Rouhou et al, 2006).
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I1. Métabolites secondaires des végétaux

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme de la plante. Ils y jouent différents roles, dont celui de moyen de défense
contre les agressions externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de
la plante. Les composés phénoliques, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides sont des
exemples de métabolites secondaires; ils ont de nombreuses applications pharmaceutiques
(Donatien et al, 2009). Les catégories les plus importantes des métabolites secondaires

sont :

I1.1. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces
composés moussent une fois agités avec de l'eau. Ils se composent d’aglycones non
polaires liés a un ou a plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires
et non polaires en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution
aqueuse.

Ils manifestent des propriétés hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides,
molluscicidales (Vincken et al, 2006), anti-inflammatoires et antalgiques (Speroni et al,
2005).

11.2. Les alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus
ou moins basique et doué¢ de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose
(Bruneton, 1999; Zenk and Jeuenger, 2007). Représentant un groupe fascinant de
produits naturels, ils constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires

avec pres de 10 000 a 12 000 différentes structures (Stockigt et al, 2002).

11.3. les terpénoides et les stéroides

Issus des mémes précurseurs, et formés a partir de 1'assemblage d'unités a 5 carbones
ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiéne (polymeéres de l'isopréne), les terpénoides et les
stéroides constituent probablement la plus large classe de composés secondaires. Comme
les dérivés des acides gras, tels les acétogénines, les terpénes ont pour origine
biosynthétique 'acétyl CoA ou le malonyl CoA. Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques des
végétaux puisque le squaléne, le cholestérol ou encore des sesquiterpénes et des diterpénes

se rencontrent chez les animaux (Krief, 2003) .
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11.4. Les polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes et synthétisées par les végétaux, largement distribués possédant
plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres fonctions (Bahroun, 1997). Ils

participent a la défense des plantes contre les agressions environnementales.

Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés
(Druzynka et al, 2007). La présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a
6 carbones, lui-méme porteur d’'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Les
représentants les plus nombreux (plus de 5 000 molécules isolées) et les plus connus en

sont les « flavonoides » (Kris-Etherton et al, 2002).

OH

Figure 2 : Structure du noyau phénol (Belyagoubi, 2011)

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment a cause de leurs
effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur réle d’antioxydants naturels suscite de plus en
plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. Ils sont également utilisés comme additifs pour
I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (agrobio). Les polyphénols sont
associés a de nombreux processus physiologiques dans la qualité alimentaire, impliqués
lorsque la plante est soumise a des blessures mécaniques. La capacité d’une espece
végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec

la teneur en composés phénoliques (Leong and Shui, 2002).

11.4.1. Classification

Par abus, on les appelle indifféremment composés phénoliques ou polyphénols et
comprennent essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbénes, les
flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes les lignines

et les xanthones (Donatien et al, 2009).
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» Acide phénolique

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 1993). Ce sont
les dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique et de 1’acide cinnamique. (Donatien et al,
2009).

> Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Tsimogiannis and
Oreopoulou, 2006). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des
végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation de
géne et dans le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). IIs attribuent également aux
flavonoides des propriétés neurosédatives, Antispasmodiques, anti-inflammatoires et

diurétiques (Bruneton, 2002).

Figure 3 : Structure générale des flavonoides (Belyagoubi, 2011).

» Tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Cowan, 1999; Haslam, 1996). Les tannins sont caractérisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins
différents par leur structure et par leur origine biogénétique : Tannins hydrolysables,

Tannins condensés ou proanthocyanidols (Belyagoubi, 2011).



Pin d’Alep et inflammation

Stilbenes ‘\ Lignans / Others
POLYPHENOLS
Phenolic acids J, Flavones
Ferulic acid Anthocyssing +———— Flavenoids Apigenin
Caffeic acid / / \ \ Apigenin 7-glucosidd
Caffeic acid denvatives Flamdl Flavanols Flavanones Chalcones
Quercetin
p-Coumaric acid Catechin Naringenin
Rutin
Rosmarinic acid (quercetn. Y.quinoside) Epicatechin Enodictyol
Chlorogenic acid Hesperetin
Dihvdroquercetin

Figure 4 : Classification des polyphénols (Boros et al, 2019).

11.4.2. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies

Tableau Il : Role des polyphénols (Babar et al, 2007; Manach et al, 2005)

Role Comment ?

Effets antioxydant

Par le piégeage direct des especes
réactives de I’oxygene (ERO), La
suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelques enzymes ou par
chélation des ions métalliques, impliqués

dans leur production.

Effets cardiovasculaires

Parvenus au niveau des artéres, ils
préviennent I'oxydation des lipoprotéines
de faible densité en inhibant I'oxydation
des LDLs, ils limitent leur incrustation
dans les parois des artéres qui
contribuent a 1'épaississement des parois
et a réduire le flux de sang qui parvient

au niveau des tissus.
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Prévention des cancers Au stade d'initiation, ils agissent comme
agents  bloquants en  empéchant
l'activation de pro carcinogenes, en
piégeant les mutageénes électrophiles ou
en stimulant la réparation des ADNs
mutés. Au stade de promotion et de
progression, ils agissent comme agents
suppresseurs de tumeurs.

Une activité microbienne Via l'inhibition des enzymes
extracellulaires microbiennes, la
séquestration de substrat nécessaire a la
croissance microbienne ou la chélation
de métaux tels que le fer, 'inhibition du

métabolisme microbien.

Les dérivés polyphenoliques possedent de nombreuses propriétés biologiques et

pharmacologiques (figure 5).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

> —,
Détoxifiant «—— . POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire (:
INOS

- /\/\/\
Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique
TR
eNOS NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 5 : Effets biologiques des polyphénols (Martin and Andriantsitohaina, 2002).

11.4.3. Polyphénols et inflammation
Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme

¢tant le principal phénomeéne expliquant leurs effets protecteurs. Cependant, de
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nombreuses ¢tudes ont pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient
¢galement comme des modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation. II est
maintenant connu que les polyphénols exercent leur activité anti-inflammatoire en agissant

in vitro et in vivo sur I’activation du facteur de transcription NF-«B.
1. Inflammation

C’est un processus de défense immunitaire de 1’organisme en réponse a une agression
d’origine exogéne (brulure, infection, allergie, traumatisme) ou endogeéne (cellules
cancéreuses ou pathologies auto-immunes), dont le but est d’éliminer 1’agent pathogene,
réparer les 1€ésions tissulaires et favoriser le retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du
tissu 1ésé (Ryan and Majno, 1977).

Les signes cliniques sont : chaleur, rougeur, gonflement et douleur. Au niveau tissulaire,
la réponse inflammatoire se caractérise par I’augmentation de la perméabilité¢ vasculaire,
I’augmentation de la dénaturation de protéines et I’altération de membranes cellulaires
(Scott et al, 2004). Mal contrdlée, I’inflammation peut s’étendre au reste de 1’organisme
via la circulation sanguine. Elle peut alors conduire & des dommages tissulaires
irréversibles locaux ou généralisés (Barton and Yanagisawa, 2008; Nathan, 2002), par
anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou
qualitative des cellules intervenant dans I'inflammation. (Rousselet et al, 2005).

La réponse inflammatoire, qui constitue 1'élément essentiel de la dynamique de
I'immunité innée. Lors d'une agression par un agent pathogéne spécifique non encore
rencontré par l'organisme, le déclenchement immédiat de l'immunité innée assure la
défense de l'organisme pendant les quelques jours nécessaires au développement d'une

réponse immunitaire spécifique. (Galanaud. P et Emilie. D, 2011).

La réponse inflammatoire et la réponse immunitaire peuvent prendre différentes
formes pour s'adapter a l'agression. C'est la nature des premiers signaux de danger, générés
par I'immunité innée, qui renseigne le systéme immunitaire sur le type d'agression et qui va
l'aider a s'orienter vers l'un des grands types de réponses immunitaires (immunité a
médiation cellulaire ou immunité humorale) et au sein de celle-ci, a choisir les outils
cellulaires et moléculaires les mieux adaptés a la situation. Le déclenchement et la

régulation de ces phénoménes reposent largement sur les cytokines.

10
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Les cytokines sont des glycoprotéines intervenantes dans les communications a courte
distance entre les cellules de l'organisme. Elles jouent un rdle particuliérement important
dans le systeme de défense, ou interviennent plusieurs familles de cytokines : les facteurs
de croissance hématopoiétiques (nécessaires a la production accrue des leucocytes a partir
de la moelle osseuse), les interleukines (nécessaires aux différentes étapes des réponses
inflammatoires et immunitaires), les chimiokines (cytokines chimiotactiques, permettant
l'adressage des cellules de défense dans les sites ou elles sont nécessaires) (Galanaud. P et

Emilie. D, 2011).

La réponse inflammatoire se déroule en trois étapes :

e Une phase d’initiation qui fait suite a un signal de danger d’origine exogéne ou
endogene et qui met en jeu des effecteurs primaires.

e Une phase d’amplification avec la mobilisation et [’activation d’effecteurs
secondaires.

e Une phase de résolution et de réparation qui tend a restaurer 1’intégrité du tissu
agressé (Zarbato, 2010).

[ OorIGINE
EXOGENE ENDOGENE
(Infection) (réactions d'hypersensibilité)
K__ st x--f'/d—l_d__‘_y
== ~-STEGNAL DE DANGER ——
N
- 1 —— “—-/
LOCALE - — - ADAPTEE
Aigue ou chronique — Défense/Réparation
(exemple : une plaie infec‘tée)““*—-\__ /_‘_,/
I REPONSE |
GENERALE < T~ INADAPTEE
Suraigue Maladies inflammatoires
(exemple : le choc septique) Spécifiques d'organe

ou systémiques

3 Séquences d'événements
1. Une phase d'initiation (effecteurs primaires)

2. Une phase d'amplification (effecteurs secondaires)

3. Une phase de résolution efficace ou inefficace

v v
SIGNES LOCAUX SIGNES GENERAUX
Douleur, Rougeur, Chaleur, Oedéme Fievre, Amaigrissement, Asthénie

Insuffisance circulatoire

Figure 6 : La réaction inflammatoire schématisée (Zarbato, 2010).
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I11.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de 1’organisme a un agent agresseur.
Elle dure de quelques jours a quelques semaines et peut étre divisée en trois grandes phases
(Charles et al, 2010) : une phase vasculaire immédiate ; une phase cellulaire consécutive

et une phase de résolution et de cicatrisation.

Figure 7 : L’inflammation aigué.

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

plaquettes et des monocytes, phagocytose (G) (Dorward et al, 2012).

111.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, définie par la présence de
cellules immunitaires. Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (Iwalewa
et al, 2007). Dans [I’inflammation chronique, les phénoménes d’inflammation, de
destruction tissulaire et de réparation coexistent tout au long de [’évolution de
I’inflammation, a la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue. Celles ci
évoluent en inflammations prolongées subaigués et chroniques lorsque l'agent pathogene

initial persiste dans les tissus (Weill et al, 2003).
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111.3. Cellules impliquées dans I’inflammation

Tableau I11 : Différents leucocytes intervenant au cours de la réponse inflammatoire (Serhan et

al, 2010).

Type cellulaire ‘ Fonction basique dans I’inflammation ‘
Neutrophiles Migrent vers le tissu extravasculaire, ont des propriétés
phagocytaires et sont activés par des chimio-attracteurs dans le

site de 1’agression.

Neutrophiles

Mastocytes Cellules phagocytaires, résidentes dans les tissus de

MAST CELL

connections et dans les muqueuses. Libérent de médiateurs
= e

inflammatoires (essentiellement anaphylactiques).

Migrent vers le tissu extravasculaire et ont des propriétés

phagocytaires. Interviennent dans les réactions allergiques.

gt
Basophile

Eosinophiles Migrent vers le tissu extravasculaire ou ils peuvent survivre

plusieurs semaines. Ils ont des propriétés phagocytaires et

interviennent dans les infections parasitaires.

Eosinophile

Plaquettes Source initiales de médiateurs inflammatoires et interviennent
Reiogzonmy aussi dans la cascade de coagulation.
@y @3
Monocytes Se différentient en macrophages tissulaires, dans le foie, les
Monocyte poumons... ou ils peuvent y survivre pendant des années. Ce
m_rb- sont de puissants phagocytes, ils sont impliqués dans la
? S présentation de 1’antigéne aux lymphocytes T et B et dans la

libération des médiateurs inflammatoires.
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Tableau IV : Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs impliqués dans le

développement de la réaction inflammatoire (Davoine and Lacy, 2014; Male, 2005; Rankin,

2004).

Meédiateurs Origines Effets
Histamine Mastocytes, Assure la vasodilatation, augmente la
€ —NH basophiles, perméabilité vasculaire, induit

/7 \
H N"%“(/L\ —® % .9 . 5 . ,
B N ¢osinophiles et I’expression des molécules
plaquettes d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.

Sérotonine

Mastocytes et

Augmente la perméabilité vasculaire,

) plaquettes dilate les capillaires et stimule Ia
HO.
\©:§ contraction des muscles lisses.
Facteurs Plaquette, Vasodilatation, augmente 1’adhésivité
d’activation neutrophiles, de la paroi vasculaire, stimule

plaquettaire (PAF)

monocytes et cellules

I’agrégation des plaquettes, induit la

U/(VVVVVV\ endothéliales production des ROS et la libération
A :
N |,
" PN des enzymes lysosomiales par les
- neutrophiles, les ¢€osinophiles et les
macrophages.
Prostaglandine Essentiellement par Vasodilatation, renforce I’action de

M/m les leucocytes I’histamine, augmente la sensitivité

e des neurones et est responsable de la
douleur.

Cytokines Macrophages et les Elles agissent sur des récepteurs

o a
5. Cytokines

-

lymphocytes

membranaires, elles peuvent étre pro-
inflammatoires (IL-1B, IL-6, ou le
TNFa) ou encore anti-inflammatoires
(IL-10). Intervient dans la réparation

tissulaire.
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I11. 5.Anti-inflammatoires
111.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments aux propriétés
antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires (Cuvillon and Viel, 2002). Les anti-
inflammatoires non-stéroidiens, en inhibant la synthése de prostaglandines qui ont un réle
dans l'agrégation plaquettaire et la protection de l'estomac, sont responsables des
événements défavorables, en génant ainsi 1'agrégation plaquettaire et donc la coagulation
du sang, ce qui peut prévenir la formation des caillots (thrombose), mais aggrave les
hémorragies; en provoquant aussi des problémes gastro-intestinaux (ulceres), rénaux et

d’hypersensibilité (Jick, 1994; Risser et al, 2009).

111.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides)

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille
de médicaments dérivés du cortisol. Les glucocorticoides (GC) traversent librement les
membranes cellulaires, se fixent sur des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires aux stéroides et migrent vers le noyau et agissent
directement sur I’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid
Response Element). Les GC peuvent augmenter la transcription des génes anti-
inflammatoires et inhiber 1’action de certaines protéines nucléaires transactivatrices, dont
le NF-xB (Nuclear factor-kappa B) et la protéine activatrice-1 (AP-1), inhibant ainsi
I’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-2, TNF-a)

(Barnes, 1998; Rhen and Cidlowski, 2005).

111.5.3. Anti-inflammatoires naturels
La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans la médecine traditionnelle. Le
nombre de composés phytochimiques, trouvé dans les plantes médicinales est tres vaste, et

leurs spectre d'activité est tout aussi grand (Barnes, 1998).

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

I.1. Matériel Animal

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris femelles, Swiss albinos dont le poids varie
entre 20 et 25 g pour I’étude de I’activité anti-inflammatoire, et de 28 et 37 g pour I’étude
de la rectocolite. lls ont été procurés du Centre de Recherche et de Développement (CRD)
SAIDAL-Alger.

Les animaux ont été hébergés dans des cages de polypropyléne dans des conditions
d'éclairage normales (12 h de lumiere / 12 h d'obscurité). Les locaux sont dotés d’une
climatisation dynamique avec une température de 20-24 °C, avec un taux d’humidité de 50

+ 10 %. lls ont acces libre a I’eau et a I’aliment standard.

1.2. Materiel végétal
Les graines de pin d’Alep « Pinus halepnsis Mill. » ont été récoltés a Setif (Ain
Ouelmane) et achete chez un herboriste dans la commune de Tazmalt, Bejaia.

1.3.Réactifs

Les reactifs chimiques utilisés sont tous de grade analytique.

Hexane et éthanol fournis par Prolabo., acide acétique (C2H402), acide gallique de
Sigma, trichlorure d’aluminium (AICI3), le Folin-Ciocalteu (FCR) par Biochem,

bicarbonate de sodium (NaCO3) de Sigma, la carragénine,ibuprofene et dexametasone.

I1. Méthodes

I1.1. Extraction et préparation des extraits

Une fois nettoyées, les graines de Pinus halepensis Mill ont été séchées a I’air libre
puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention d’une poudre trés fine.
11.2. Préparation de la poudre délipidée

La délipidation de la poudre a été réalisée selon le protocole de (Cheikh-Rouhou et
al, 2008). Une masse de 50 g de la poudre a été délipidée dans 250 ml d’hexane pendant 4h
d’agitation puis centrifugée 1000xg et filtrée (Whattman no. 2). La procédure d’extraction

a été répétée deux fois.
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11.2.1. Préparation de I’extrait aqueux
Infusion

L’extrait aqueux a été preparé selon la méthode de (Cheurfa and Allem, 2015). Une
masse de 10 g de poudre de graines délipidée de P. halepensis Mill a été rajouté dans un
récipient qui contenant 100 ml d'eau bouillante. Aprés 15 minutes de contact, I’extrait
aqueux a été récupéreé par filtration sur papier Wattman. Le filtrat obtenu a été concentré au
Rotavapeur a la température de 40 °C pendant 2h.
11.2.2. Préparation de I’extrait éthanolique
Macération

L’extrait éthanolique des graines P. halepensis Mill a été preparé selon la méthode

décrite par (Coulibaly et al, 2011) avec une légére modification : Une masse de 10 g du
matériel végétal broyé a été mise a macérer dans 100 ml d’éthanol pendant 48h. Les
maceérats obtenus sont soumis a une filtration sur papier-filtre Whatman no 1. Le solvant a

été éliminé en utilisant un évaporateur rotatif a vide (HS-2005V-N) a 48 ° C.

Le rendement d’extraction a été calculé suivant la formule ci-dessous :
R (%) = (M1-M0 /M) x 100
R (%) : Rendement en %.
MO : Masse du bécher vide.
M1 : Masse du bécher apres évaporation.

M : Masse de matiere seche.

I11. Evaluation des taux des composés phénoliques
111.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

Le réactif de folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est réduit, lors de
I’oxydation des pheénols, en un melange d’oxyde bleu tungsténe et de molybdéne. La
coloration produite, dont I’absorption maximum a 765 nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits obtenus (Boizot and Charpentier, 2006).
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Les polyphénols totaux des extraits ont été determinés par utilisation de la méthode de
Follin-Ciocalteu, I’acide gallique a été utilisé comme standard (Singleton and Rossi,
1965).

Mode opératoire

Un volume de 5 ml d’eau distillée a été ajouté a 200l de chaque extrait (préparé avec
des dilutions convenables), aprés agitation, 1 ml de la solution de Folin-Ciocalteu (dilué
dix fois dans I’eau distillée) a été ajouté a I’ensemble et laissé reposer 3 min, puis 0,8 ml de
la solution de carbonate de sodium a 10% ont été additionnés. Aprées 30 min d’incubation a
température ambiante et a I’abri de la lumiére, I’absorbance a été lue a 765nm (Kéhkoénen
et al, 1999).

Le taux des polyphénols dans les extraits des graines de P. halepensis Mill, a été
calculé a partir d’une courbe d’étalonnage linéaire (y = ax + b), établie avec des
concentrations précises d’acide galligue comme standard de référence (Annexe 1). Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme (mg
EAG / g d’extrait) (Talbi et al, 2015).

La quantité des phénols totaux a été calculée par I’équation suivante :

C=c*v/m

Avec:
C = contenu totale des phénols (mg EAG / g d’extrait).

¢ = concentration des extraits EAG, obtenu a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).

v = volume de I’extrait (ml).
m = masse de I’extrait pur de la plante (g).

L’expérience a été faite en triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec

son écart type.

111.2. Dosage des flavonoides
Principe
La methode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces

composés a former des complexes chromogénes avec le chlorure d’aluminium (AICI3), qui
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donne a la solution une coloration jaunatre dans I’absorption maximale et la longueur

d’onde a 415 nm, contre un témoin (Djeridane et al, 2006).

Mode opératoire

Un volume de 1 ml d’une solution éthanolique d’AlCIs (2%) a éeté ajouté a 1 ml
d'échantillon. Apres 1 h d’incubation a la température ambiante et a I’abri de la lumiére,
I'absorbance a été mesurée a 420 nm (Wu et al, 2009). Une courbe d’étalonnage établie
par la quercétine (Annexe 2), servira a la quantification des flavonoides. La teneur totale
en flavonoides des extraits de plantes a été exprimée en milligrammes équivalent de
quercétine par gramme de poudre de plante (mg Eq Q/ g).

L’expérience a été faite en triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec

son écart type.

IV. Activité anti-inflammatoire
Principe des deux méthodes

Cette étude a pour but d'évaluer l'activité anti-inflammatoire des graines de P.
halepensis Mill. Les expériences ont été réalisées sur le modéle de I'eedéme aigue de la

patte de souris induit par la carragénine administrée par voie orale.

IV.1. Méthode de pied a coulisse
Mode opératoire

Le test consiste a évaluer I’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux sur I’cedeme
de pattes postérieures. Le gavage a été réalisé 30 mn avant l'induction d'une inflammation
aigué avec de la carragénine a 1 % selon le protocole de (Levy, 1969).

La veille de I’expérimentation, 4 lots de 5 souris de 23 - 27 g ont été constitués, pesés,

identifiés et mis a jeun pendant 16h (figure 8).
La préparation des solutions administrées est illustrée en (Annexe 4).

-A temps TO : le diametre initial de la patte gauche des souris a été mesuré a I’aide

d’un pied a coulis digital. Puis, les produits sont été administrés :
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b)

Tableau V : Les différents traitements administrés chez les lots témoin, référence et essai.

Lot Témoin Lot Référence Lot Essai

* Recoit 0,5 ml /souris * Recoit 0,5 ml/souris * Recoit 0,5 ml/souris
d'eau distillée. d'lbuprofen 400 mg ou d'extrait de poudre ou
autre anti- d'infuse.

inflammatoires.

-A temps T0+30 min : injection d’une solution de carragénine au niveau de la patte
postérieure gauche au milieu de I’aponévrose du coussinet plantoir sous un volume de 0,1
ml pour chaque souris des lots. Puis mesurer I’épaisseur de I’cedéme chaque 1h pendant 4h
a I’aide d’un pied a coulisse digital.

Expression des résultats :

Pourcentage d’cedéme pour chaque 1h suivant la formule :

% d’cedeme= Eth — Et0 / Dt0

Avec :
Eth : épaisseur d’cedéeme de la patte a temps initial.
EtO : épaisseur d’cedéme de la patte par heure.

Pourcentage d’inhibition d’cedeme :
% d’inhibtion d’ cedeme = (%0T- %OE / %0T) x 100

Avec:
%OT: pourcentage d’cedeme du groupe témoin.
%OE: pourcentage d’cedeme du groupe essai.
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Constitution des 4 lots (5 souris pour
chaque lot)

\

|
y

Mesure du diamétre initial de la patte
gauche des souris a I’aide d’un pied a
coulis digital.

4

\

\

T0+30 min : injection d’une
solution de carragénine au niveau
de la patte postérieure gauche au

milieu de I’aponévrose sous un
volume de 0,1 ml

TO : Administration des produits l
par gavage
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Mesure de I’épaisseur de I’cedeme
chaque 1h pendant 4h a I’aide d’un pied a
coulisse digital. l

Figure 8 : Protocole expérimentale de I’activité anti-inflammatoire (méthode de pied a coulisse).

IV.2. Méthode de couper les pattes
Mode opératoire

Les mémes étapes que la méthode du pied a coulisse ont été réalisées, seulement
apres 4h les souris ont été sacrifiées et le découpage des pattes postérieures a hauteur de
I’articulation a éte réalisé selon la méthode de (Levy, 1969).
Expression des résultats

L'importance de l'cedeme a été appréciée par la détermination du pourcentage
d'augmentation du volume de la patte de la souris. Le pourcentage d’augmentation de I’cedeme

pour chaque groupe a été calculé par la formule suivante (Colot, 1972):

% de I’cedéme = (mg — md) / md) x 100

Avec :
mg : moyenne des pattes gauches.
md : moyenne des pattes droites.
L'activité anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul du pourcentage

d'inhibition (réduction) de I'cedéme selon la formule suivante :

% de réduction de I’;edeme = (% de I’cedéme témoin — % de I’cedéme essai) / % de

I’cedéme témoin) x 100
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de I’articulation —

les pattes gauches et droites ont
été pesées sur une balance
analytique.

Apres 4h : sacrifice des souris par
une dislocation cervicale

Découpage des pattes
postérieures a hauteur

Figure 9 : Protocole expérimentale de I’activité anti-inflammatoire (méthode de couper les pattes).
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V. Evaluation de I’activité intestinale rectocolite

v" Principe

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique des graines de P.
halepensis Mill sur la colite, I’acide acétique a 5% a été injecté par voie rectale pour
I’induction de la rectocolite.

v" Mode opératoire

L’expérience a été réalisée sur des souris femelles du type Swiss albinos, pesant entre
28g et 37g. L expérimentation a été réalisée selon le protocole de (Wang et al, 2008) avec
quelques modifications.

-La veille de I’expérimentation, 4 lots de 6 souris de (28 - 37 g) ont été constitués, puis
pesés, identifiés et mise & jeun pendant 12h.

-La préparation des solutions administrées est illustrée en (Annexe 3).

-La recto-colite a été induite en administrant 0,2 ml d’acide acétique a 5% par voie
rectale a I’aide d’une sonde ou d’un cathéter en plastique flexible d’une longueur de 4 cm
en maintenant I’animal en position téte en bas pendant 20 a 30 s pour éviter la fuite de
I’acide acétique intracolonique.

Puis, 2h aprés I’induction de la rectocolite (apres injection de I’acide acétique), les

produits a tester ont été administré :

Tableau VI : Les différents traitements appliqués.

Lot témoin (-) Lot acide Lot référence (+) Lot essai
acétique
-Recoit 0,5 -Recoit 0,2 -Recoit -Regoit
ml/souris d’eau ml/souris d’acide 0,5ml/souris de 0,5ml/souris
distillée. acétique. dexamethasone. d’extrait de
plante.

Enfin, I’observation des scores cliniques a été réalisée pendant 7 jours :
o Evaluation pondérale.
o Consistance des selles (dur, moelle, diarrhée) et couleur.

o0 Saignement rectale.
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v" Score :

Tableau VII : Les différents scores cliniques (Cooper et al, 1993).

Perte de poids SEIES Consistance Score macroscopique
hémorragique des selles
v 1:1-5%. v’ 2 :saignement v let2:selles mugqueux, érosion et
v’ 2:5-10%. léger. molles. ulcération légére.
v' 3:10-20%. v’ 4 :saignement v 3et4d: 3 et 4 : ulcération
v 4:>20%. important. diarrhee. grave, érosion sévere.

v Expression des résultats :
L'activité anti-inflammatoire est exprimée
¢ Indice de I’activité de la maladie (IAM) : C’est la somme des trois scores (perte de Poids +
score hémorragie + score consistance des selles).

Tableau VI1II : scores macroscopiques.

Score Signification ‘
0 RAS

let2 RAS

3et4 Faible

4etd IAM

>5 importante (mortalité).

Avec:
RAS : rien a signaler.

IAM : indice de I’activité de la maladie

25



Mateériel et méthodes

-Ensuite, le huitieme jour les souris ont été sacrifiés et les colons ont été récupérés et
rincés avec de I’eau physiologique.

-La longueur de chaque colon des différents lots a éteé prise de la jonction ileo-coecale
au rectum proximal & I’aide d’un pied a coulisse digital.

Le colon a été pesé a I’aide d’une balance.

-Enfin, I’étude des coupes histologiques a été réalisée.

Constitution des lots (6
souris dans chaque lot)

Induction de 0,2 ml
d’acide acétique a 5%

par voie rectale. @

Administration des
produits a tester par
gavage.
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Observation des scores
cliniques pendant 7 jours.

Sacrifice des souris de
chaque lot.

Dessiccation des souris.

Prendre la longueur du
colon des différents lots.
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Prendre le poids de chaque
colon.

Figure 10 : Protocole expérimentale de I’activité recto-colite.

Etude histologique

L’histologie (du Grec istos, tissu) est la branche de la biologie qui étudie les tissus, a
mi-chemin entre la cytologie et I’anatomie. Elle a pour but d’explorer la composition, la
structure, le renouvellement des tissus, ainsi que les échanges cellulaires en leur sein
(Dubois et al, 2007).

Pour préparer les échantillons a analyser et rendre visible ce que I’on veut observer, il
est nécessaire de mettre en ceuvre différents traitements que I’on applique au matériel
biologique. L’histologie fait donc appel a plusieurs étapes :

Prélevement

Le prélevement a été fait par dissection, les échantillons doivent étre effectué aussitot
que possible apres la mort de I’animal. Les colons ont été manipulés avec la plus grande
délicatesse, les instruments utilisés (pince a os, scalpel, ciseaux) pouvant déformer, voir
définitivement endommager I’échantillon.

Fixation

Le colon a été conservé dans le formol jusqu’a son utilisation.
Découpage et rincage

Deux petits morceaux de chaque colon d’épaisseur de 5mm et de longueur de 1 a 1,5
cm ont été prélevés, puis découpé I’'un en coupe transversale et I’autre en coupe
longitudinale. Ensuite, ils ont été placés dans des cassettes et les rincé pendant 5 min dans
un bain d’eau physiologique.

Déshydratation
Les cassettes ont été mises dans des bains de différentes concentrations d’alcool 70°,

90°, 100°, afin de remplacer I’eau par I’alcool parce que la paraffine n'est pas miscible a
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I'eau, donc la piece anatomique a été entierement déshydratée avant l'inclusion dans la
paraffine. Le bain a été changé chaque 1 h et I’opération a été répétée deux fois pour
chaque bain.
Eclaircissement et imprégnation

La paraffine n'est pas non plus soluble dans I'alcool utilisé pour la déshydratation donc
les cassettes ont eété mises dans deux bains de toluene afin de remplacer I’alcool par le
toluéne (pendant 1h pour chaque bain). Ensuite, les cassettes ont été imprégnées dans un
bain de paraffine liquide de 54 ° a 58 °C pendant 12 h pour avoir un tissu rigide.

Figure 21 : déshydratation, éclaircissement et imprégnation des cassettes.

Inclusion
L'inclusion a été faite dans des moules permettant la confection de blocs de paraffine
qui se montent ensuite sur le microtome.
Microtome
-Le bloc a été monté dans le porte-bloc du microtome.
-Le couteau a été réglé de maniere a dresser une face de coupe nette.
-L'épaisseur de coupe définitive (fine) a été réglée.

-Procéder a la confection du ruban de coupes.
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=

==

Figure 32 : réalisation de coupe fine a I’aide d’un microtome.

v/ Etalement et séchage
La coupe a été déplissée par flottaison a la surface d'un bain chaud puis elle a été
posée sur la lame. Ensuite, le collage était fait par chauffage de la lame sur une platine

chauffante.
A |

HI1210

(A) (B)
Figure 43 : bain chaud (A), platine chauffante (B).

v Déparaffinage
Les lames ont été mises dans toluéne 1 pendant 5 min puis en toluéne 2 pendant 7 min
pour déparaffiner.
v' Hydratation
Les lames ont éte imprégnées dans trois bains d’alcool de différentes concentrations
100°, 90°, 70°, laisser chacun pendant 1 min. Puis, ils ont été lavés dans trois bains d’eau

et laissée dans chacun 1 min.

v" Coloration
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Le noyau a été coloré avec I’hématoxyline de Harris pendant 1 min 45 s puis lavé les
lames dans trois bains d’eau pendant 20 s, 30 s, 2min 10 s respectivement. Ensuite, les
lames ont été mises dans I’éosine pendant 7min afin de colorer le cytoplasme.

Déshydratation
La déshydratation était faite dans 3 bains d’alcool de différentes concentrations 70°,

90°, 100°.

Eclaircissement
Les lames ont été imprégnées dans deux bains de toluene 1 et 2 chacun pendant 5min

pour éliminer I’alcool.

Figure 54 : les différentes étapes de déparaffinage a I’éclaircissement.

Montage
Le montage était fait classiquement entre lame et lamelle en utilisant la résine pour

mieux visualiser I’observation.
Lecture des lames

La lecture des lames a été réalisée au microscope optique (LEICA DM500)

grossissement x 10 et Gx40.
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I. Rendement d’extraction

Dans cette étude, le rendement (I’extrait sec, obtenu apres évaporation, contenant les
composés phénoliques) a été déterminé par rapport a 10 g de la matiere végétale pour
I’extrait aqueux et 10 g pour I’extrait éthanolique.

Le poids de I’extrait sec a été déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau IX.

Tableau IX : Poids d’extraits secs et rendement correspondant des deux extraits des composés

phénoliques a partir des graines de Pinus halepensis Mill.

Extraits Poids d’extrait sec (g) Rendement (%)
Aqueux 1,6 16
Ethanolique 0,83 8,3

Il ressort a travers I’observation des rendements d’extraction, du tableau X que I’eau
donne le meilleur rendement d’extraction soit un pourcentage de 16%, alors que I’éthanol
donne le plus faible rendement (8,3%). Le rendement d’extraction est le rapport de la
quantité de substances naturelles extraites par I’action extractive d’un solvant a la quantité
de ces substances contenues dans la matiére végétale. Il dépend de plusieurs parameétres
tels que : le solvant, le pH, la température, le temps d'extraction et la composition de
I'échantillon (Do et al, 2013).

D’aprés (Bruneton, 1999), la variation des résultats d’un extrait a I’autre est due
principalement aux solvants d’extraction utilisés, dont les solvants polaires montrent un
meilleur rendement d’extraction par rapport aux solvants moins polaires. La différence de
polarité des solvants utilisés permet I’extraction d’une large gamme de métabolites
secondaires (Green, 2004).

Il 'y a également une autre raison qui pourrait avoir un impact sur le rendement
d’extraction, c’est le temps d’extraction qui est généralement tres long dans le cas de la
premiere méthode (48 heures) par rapport a la deuxieme méthode (15 min). Selon (Rhazi
et al, 2015), la progression de temps d’extraction peut diminuer le rendement de I'extrait et
cela peut étre di a la dégradation de certaines substances naturelles comme les

polyphénols.
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I1. Taux en phénols totaux et flavonoides

La teneur en phénols totaux et flavonoides est déterminées a partir des courbes
d’étalonnage (y = 0,005x + 0,0485, Rz = 0,9956) (annexe 1) et (y = 0,0123x + 0,242, Rz =
0,9994) (annexe 2) tracées en utilisant comme standard I’acide gallique et la quercétine,
respectivement. Les concentrations sont exprimées en mg EAG/ g E pour les phénols

totaux et en mg EQ/ g E pour les flavonoides.

Les résultats de la teneur en phénols totaux et flavonoides sont illustrés dans le
tableau X.
Tableau 1 : Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/ gE) et en flavonoides (mg EQ/ gE) des

différents extraits.

Extraits Polyphénols totaux Flavonoides
mg EAG/ g E mg EQ/g E

Ethanolique 6,55 + 0,31 0,63 +0,03
aqueux 5,77 £ 0,29 0,94 = 0,27

Les résultats montrent que I’extrait éthanolique du P. halepensis Mill posséde une
teneur plus élevée en polyphénols totaux qui est de I’ordre de 6,55 + 0,31 mg EAG/ g E par
rapport a celui d’extrait aqueux 5,77 + 0,29 mg EAG/g E. La teneur en flavonoides
enregistrée quant a elle est égale a 0,63 £ 0,03 mg EQ/ g E qui est plus faible que celle
trouvé dans I’extrait aqueux 0,94 + 0,27 mg EQ/ g E.

A partir de ces données, on peut déduire que les polyphénols représentent la fraction
majoritaire par rapport aux flavonoides dans les deux extraits I’extrait éthanolique et
I’extrait aqueux.

Selon I’étude menée par (Kadri et al, 2014) faite sur les graines de P. halepensis Mill,
les teneurs en phénols totaux et en flavonoides trouvées dans I’extrait méthanolique (50%)
sont de 3,71 mg EAG/ g E et 0,80 mg EQ/ g E respectivement. Ces valeurs sont différentes
de celles obtenues avec cette étude. Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut
varier sous I’influence de divers facteurs parmi lesquels la variété, le climat, la localisation
géographique (Ryan et al, 1999), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la

maturité de la plante, la température et le solvant d’extraction (Conde et al, 2009).
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I1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
11.1. Méthode de pieds a coulisse

Afin d’évaluer I’effet de I’extrait aqueux et I’extrait éthanolique des graines de P.
halepensis Mill sur I’activité anti-inflammatoire, les tests ont été réalisés sur le modéle de

I',edeme de la patte de souris induit par la carragénine a 1%.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire obtenus ont été comparés a ceux
d’Ibuproféne (lot référence) et au lot témoin. L’évolution de I’inflammation pour les

différents lots est représentée par I’annexe 4.

Le développement de I’cedéme induit par la carragénine sur les différents lots a éteé

observé et mesuré.

11.1.1. Extrait aqueux
Tableau XI : effet de I’extrait aqueux des graines de Pinus halepensis Mill et de I’lbuprofene sur
I’cedéme induit par la carragénine.

lots 1h 2h 3h 4h

Témoin moy (mm) 2,15 +0,35 1,98 +0,41 1,97 1,95 +0,15

Référence moy (mm) 1,88 +0,44 1,64+0,27 1,54+0,27 1,41+0,20

Essai moy (mm) 1,68+0,22 1,58+0,13 1,49+0,05 1,50+0,14

% cedeme témoin 40,52 29,41 20,31 9,80

% cedeme référence 13,74 5,09 Pas Pas
d’Edéme d’Edeme

% cedéme essai 25,37 17,91 11,19 11,94

% réduction référence 51,28 82,69 100 100

% réduction essai 37,38 55,79 72,38 70,53

L'administration de I'extrait aqueux des graines de P. halepensis Mill & la dose de 16
mg/ml prévient de facon significative I'edéme de la patte de la souris (au bout de 1 h, 2 h,
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3 h et 4 h) selon les moyennes des diametres obtenues aprés les avoir mesuré
(1,68+0,22 mm, 1,58+0,13 mm, 1,49+0,05 mm, 1,50+0,14 mm) et selon le pourcentage
d’cedémes respectifs (25,37%, 17,91%, 11,19%, 11,94 %). L'évaluation du pourcentage
d'inhibition montre que l'extrait aqueux des graines de P. halepensis Mill posséde une

activité anti-inflammatoire.

D’apres les résultats obtenus, on constate une augmentation de I’cedéme induit par la
caragénine pour le lot témoin. On observe une réduction de I’cedéme chez les souris du lot
essai traité par I’extrait aqueux (16 mg/ml) par rapport aux souris du lot témoin (25,37%
jusqu’a 11,94%) ce qui signifie la présence d’une inhibition (réduction) de I’inflammation
de 70,53% (tableau XI).

Une diminution de I’inflammation aprés I’administration de I’lbuproféne (2 mg/ml) a
été observé avec un pourcentage d’inhibition de 82,69% par rapport aux souris témoins.

11.1.2. Extrait éthanolique

Tableau XI1 : effet de I’extrait éthanolique des graines Pinus halepensis Mill. et I’lbuprofene sur

I’cedéme induit par la carragénine.

lots 1h 2h 3h 4h
Témoin moy 2,15+0,35 1,98+0,41 1,97+0,35 1,68+0,15
(mm)

Référence moy 1,88+0,27 1,64+0,44 1,54+0,27 1,41+0,20
(mm)

Essai moy (mm) 1,57+0,23 1,51+0,17 1,40+0,15 1,25+0,20
% cedéme témoin 40,52 29,41 20,31 9,80

% cedéme 13,74 5,09 Pas Pas
référence d’Edéme d’Edeme
% cedéme essai 35,34 30,17 20,68 7,75

% réduction 51,28 82,69 100 100
référence
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% réduction essai 12,78 25,54 48,96 80,87

L'extrait éthanolique des graines de P. halepensis Mill (8,3 mg/ml) réduit de fagon
significative I’cedéme de la patte de la souris au bout des 4h (pourcentage d’cedémes
respectifs de 35,34%, 30,17%, 20,68%, 7,75%), ce qui nous confirme une installation d’un

effet anti-inflammatoire.

Une augmentation de I’cedéme induit par la caragénine a été observée pour le lot
témoin. Chez les souris du lot essai traité par I’extrait éthanolique (8,3 mg/ml), une
diminution de I’cedeme (35,34% jusqu’a 7,75%) par rapport aux souris du lot témoin
(40,52% jusqu’a 9,80) a été observée, ce qui signifie un pourcentage de réduction de
I’inflammation de 80,87% (tableau XII).

Le méme résultat a été observé apres I’administration de I’lIbuproféne (2 mg/ml) avec

un pourcentage de réduction de I’inflammation de 82,69% par rapport aux souris témoins.

11.2. Méthode de couper les pattes
Cette étude vise a évaluer les propriétés anti-inflammatoires des deux différents
extraits aqueux et éthanolique des graines P. halepensis Mill sur un modele d’cedéme des

pattes postérieures induit par la carragénine 1%.

L’évaluation de I’cedeme induit par la carragénine sur les différents lots a été observée

et pesé. Les résultats sont présentes dans le tableau XII1.
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Tableau XI11 : effet de I’extrait aqueux graines P. halepensis Mill et I’Ibuproféne sur I’cedeme de

la patte induit par la carragénine.

Md (moy en Mg (moy en % de % de
9) )] I’cedeme réduction
de I’cedéeme

Essai 0,150+0,017 0,125+0,004 20 57,72
(extrait
aqueux)
Essai 0,136+0,0065 0,132+0,0065 3,03 93,59
(extrait

éthanolique)

Témoin 0,0758+0,008 0,109+0,011 43,79 0
Référence 0,133+0,02 0,169+0,01 21,58 51,31
(ibuprofen)

Avec :

Md: moyenne des pattes droites.
Mg: moyenne des pattes gauches.

Les résultats montrent une augmentation du poids d’cedeme apres I’injection de
carragénine chez le lot témoin (de 0,0758 g jusqu’a 0,109 g). Un cedeme de la patte de
43,79% a été développé chez les souris du lot témoin (tableau XI11).

Pour les souris du lot traité par I’extrait aqueux, une diminution d’cedeme par
rapport au lot témoin (de 43,79% jusqu’a 20%) a été observé, ce qui représente un
pourcentage d’inhibition de 57,72% (tableau XIII). Contrairement aux souris de lot
témoin qui ne démontre aucune réduction de I’cedéme.

L’injection d’ibuprofene 2 mg/ml a révélé une réduction de développement de
I’inflammation par rapport au lot t¢émoin avec un pourcentage de diminution de 51,31%.

En établissant une comparaison entre le lot de souris traité avec I’extrait aqueux et

le lot de souris traité par I’ibuproféne, on trouve que le pourcentage d’inhibition de lot
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traité avec I’extrait aqueux est supérieur a celui du lot référence (57,72%>51,31%), ce qui
signifie que I’extrait aqueux a un effet considérable.

Les résultats montrent une augmentation du poids d’cedeme aprés I’injection de
carragénine chez le lot témoin (de 0,0758 g jusqu’a 0,109 g). Un cedéme de la patte de

43,79% a été développé chez les souris du lot temoin (tableau XI1I1).

Chez les souris du lot référence traitées par Ibuproféne, on constate une diminution du
poids de la patte gauche avec un % d’cedeme de 21,58% par rapport a celle des souris du
lot témoin 43,79% et une inhibition d’cedéme considérable de 51,31% donc inhibition de

I’inflammation.

Les résultats du pourcentage d’inhibition révele que I'extrait éthanolique de P.
halepensis Mill a une concentration de 8,3 mg/ml présente un pourcentage de réduction

plus élevé que celui de I’l1buproféne.

Selon I’étude menée par AMEZOUAR et al, I’administration de I’extrait éthanolique
de E. arborea aux doses de 200 et de 400 mg/kg prévient de facon significative (p < 0,05)
I’cedeme plantaire chez le rat a partir de la deuxieme heure du traitement. Le traitement
avec ces doses provoque un effet inhibiteur de I’inflammation important. A la troisieme
heure, I’extrait éthanolique montre respectivement un pourcentage d’inhibition de 42,7+1,7
% et 59 £0,5 %. L’évaluation du pourcentage d’inhibition montre que cet extrait possede
une activité anti-inflammatoire. Les résultats obtenus sont comparables aux résultats de

cette étude.

L'inflammation est caractérisée par plusieurs symptdomes, comme la rougeur, le
gonflement et la douleur donc la mesure de I’cedéme est un bon outil pour la quantification
de l'inflammation induite par I’injection de la carragénine qui est agent phlogogéne (induit
au niveau de la patte un cedeme considéré comme un signe caractéristique de
I’inflammation et paramétre important dans I’évaluation de I’activité anti -inflammatoire
de plusieurs composés) (Kirkova et al, 1995). La carragénine est une

muccopolysaccharide sulfaté provenant d’une Rhodophyceae, elle provoque une
inflammation typiquement liée a I’activation de la cyclooxygénase (Di Rosa, 1972). Cette

inflammation est biphasique. En effet, il est connu que, chez I’animal vivant, la
carragénine dans une premiére phase provoque la synthese de médiateurs chimiques tels

que I’histamine et la sérotonine. Ces facteurs provoquent des modifications vasculaires qui
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conduisent a I’exsudation plasmatique (Di Rosa, 1972). Dans une seconde phase, cette
molécule de référence induit la synthése de prostaglandines principalement, de protéases et
de lysosomes. Durant la phase tardive de ce processus inflammatoire (4-12h), ces facteurs
chimio attractants induisent le recrutement des neutrophiles par chimiotactisme envers le
site inflammatoire, ou ils liberent leur arsenal cytotoxique et d’autres médiateurs

inflammatoires (Carol et al, 1997).

Les résultats obtenus a I'issu du test anti-inflammatoire montre que I’extrait aqueux et
I’extrait éthanolique, des graines de P. halepensis Mill, réduisent de facon appréciable
I',edeme induit par la carragénine, la richesse des deux extraits de la plante en différents
constituants chimiques peut justifier cette activité. Ces effets anti-inflammatoires ont été
attribués principalement a la présence dans les graines de P. halepensis Mill de différents
composés phénoliques (polyphénols et flavonoides). Ces composés ont le pouvoir
d’inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires tel que les leucotrienes, et les
prostaglandines (PGI2, PGD2 et PGE2). Les flavonoides trouvés lors des criblages
photochimiques (Romani et al, 2002 ; Luigia et al, 2007), peuvent expliquer cet effet
anti-inflammatoire. En effet, I’application topique de la quercetine et la myricetine exerce

une forte inhibition sur la cyclooxygénase (COX) (Kim et al, 1998).

Ce test nous a fourni des preuves que I’extrait aqueux ainsi que I’extrait éthanolique
ont un effet anti-inflammatoire topique dans ce modéle d’inflammation chez la souris.
Selon les résultats obtenus, on déduit que I'extrait éthanolique est plus efficace par rapport
a l'extrait aqueux, cela peut étre parce que la macération a permis d’extraire un maximum

de composés bioactifs par rapport a I’extraction par infusion.

I11. Evaluation de I’activité intestinale recto-colite

La présente étude consiste a évaluer le pouvoir anti-inflammatoire des graines de P.
halepensis Mill sur la rectocolite. Elle consiste en I’introduction intra-rectale d’un agent
ulcérogéne : I’acide acétique CHsCOOH 5%. Les résultats de cette activité obtenus ont été
compareés a ceux de dexamethasone (lot référence) et au lot témoin. L ulcération intestinale
a été provoquée selon la méthode décrite par (Wang et al, 2008) avec quelques

modifications.
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I11.1. Observation macroscopique

Figure 15: L’aspect macroscopique du colon chez les souris. A : témoin, B : acide acétique, C :

référence, D : essai.

Les souris recevant I’acide acétique ont montré une colite ulcéreuse caractérisée par
des diarrhées, perte du poids et une hémorragie. La longueur du colon a également subi
une réduction significative en comparaison avec le témoin.

Le traitement des souris par I’extrait éthanolique pour une période de 7 jours a réduit
clairement les dommages causés par la colite ulcéreuse induite par I’acide acétique. Ceci se

manifesta par un rétablissement significatif de la longueur du colon devenue presque
analogue a celle observée chez le lot témoin et le lot référence.
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Le raccourcissement du colon reflete la présence d’cedeme a ce niveau. L’extrait
éthanolique riche en polyphénols montre un effet protecteur sur ce parametre donc il y’a eu

une prévention du raccourcissement du colon.
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Figure 26 : évaluation du poids et observation des souris de chaque lot en fonction des

jours.

Cette figure illustre le changement du poids des souris des différents lots (acide
acétique, référence et essai) en fonction des jours (7 jours). Les résultats obtenus révélent

une chute de poids des souris :

- Lot acide acétique : une baisse progressive du poids (du premier jour jusqu’au quatrieme)
suivie d’une stabilisation a été observé. L’observation quotidienne des symptdmes n’a pas
montré une amélioration pendant les derniers jours (atteinte par une diarrhée et irritation de

I’anus) par rapport au lot référence et lot essai.

- Lot référence : Lot référence : une diminution du poids (1-5 jours) et une amélioration par
rapport aux symptdmes (rien n’a été signalé pendant le dernier jour)a été observé,

contrairement au lot acide acétique.
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- Lot essai: un recule important par rapport au poids des souris suivi d’unelegére
amélioration a été observé (rien n’a été signalé pendant les derniers jours) contrairement au

lot référence.

Les résultats obtenus a I'issu du test anti-inflammatoire de la rectocolite montre que
I’extrait éthanolique, des graines de P. halepensis Mill, améliore de fagon remarquable les
symptdmes causes suite a I’injection de I’acide acétique donc I’extrait a un effet anti-

inflammatoire topique dans ce modeéle d’inflammation chez la souris.

L’ acide acétique agit comme un destructeur de la superficie de la muqueuse du c6lon
sans pour autant atteindre les couches les plus profondes. Il engendre aussi une
augmentation des taux des médiateurs inflammatoires et aggrave ainsi I’inflammation
(Thippeswamy et al, 2011). L’administration de I’acide acétique chez les souris a presenté
des symptomes indésirables tels qu'une diarrhée sévere, un saignement et une perte de
poids corporel. La diarrhée serait due a l'augmentation de la perméabilité des cellules
intestinales ou a I'hyperosmolarité. La perte de poids et le raccourcissement du c6lon, qui
sont des indicateurs de la gravite de [l'inflammation intestinale corrélée avec les

changements pathologiques et histologiques.

Les composes des polyphénols peuvent exercer leurs propriétés anti-inflammatoires a
des niveaux multiples grace a leur capacité a moduler I’activité des divers enzymes et
I’expression de génes impliqueés les voies de signalisation de I’inflammation. D’autre part,
de nombreux polyphénols sont faiblement absorbés au niveau de I’intestin gréle et
atteignent ainsi le colon. La présence de polyphénols et de leurs produits de dégradation
par la flore colique en quantité non négligeable dans le colon pourrait conduire a une
action anti-inflammatoire locale. Ainsi les polyphénols pourraient jouer un role
nutritionnel intéressant dans le contr6le de I’inflammation intestinale (Boussenna et al,
2016).

Plusieurs études ont évalué les effets de polyphénols purs ou d’extraits riches en
polyphénols sur I’inflammation intestinale que ce soit in vitro ou in vivo et ont montré que
ces micronutriments pourraient limiter ou retarder le développement de I’inflammation

intestinale. Les polyphénols sont faiblement absorbés au niveau de I’intestin gréle et sont
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donc présents en quantité relativement importante dans le colon ou ils peuvent exercer une

action locale protectrice (Boussenna et al, 2016).

L’ inflammation colique a été évaluée quotidiennement pendant sept jours (annexe 5)
par le calcule de MIA, indice de I’activite de la maladie qui prend en compte 3 parametres :
consistance des selles, présence du sang dans les selles et la perte du poids. Un score de 0 a
4 est attribué a chaque parametre selon Cooper et al (Cooper et al, 1993) et la moyenne de

ces parameétres est calculée pour chaque souris (tableau XI1V).
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Tableau X1V : évaluation quotidienne de I’évolution de I’inflammation selon les scores cliniques.

C C C C C

1 M 0 1 0 0 2 0 2 2 2 1

2 1 2 1 0 0 0 4 3 0 4 4 4 5 5 1

11 3 M M 1 0 0 2 1
4 1 1 1 0 0 0 0 4 0 2 4 2 1 5 1

5 1 1 1 0 0 0 4 2 0 4 2 4 5 3 1

6 M M 1 0 0 0 1 1

7 2 1 1 0 0 0 0 4 0 2 4 2 2 5 1

J2 1 M 1 1 0 0 2 0 2 2 3 1
2 1 1 1 0 0 0 4 4 4 4 3 4 5 5 5

3 M M 1 0 0 2 1

4 0 1 1 2 0 0 0 4 3 2 4 2 2 5 4

5 1 2 1 0 0 0 4 2 4 4 2 4 5 4 5

6 M M 1 0 0 2 1

7 1 1 1 0 0 0 0 4 4 2 4 2 1 5 5

J3 1 M 1 1 0 0 0 2 2 2 1 3

44



Résultats et discussions

Ja

J5

4 2

3 2 4 3
0 4 2 2
4 2
0 2

3 2 2 3

2 5
0 2
0 2

0 2 2 5

J6
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2 M
3 0 0 2
4 1 0 2
5 M
6 M
7 M

J7 1 M
2 M
3 0 0 2
4 1 0 2
5 M
6 M
7 M
Avec :

AC : acide acétique.
R : référence.

E : essai

M : mort.
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-Lot acide acétique : I’administration de I’acide acétique induit une baisse de poids des
souris, cela était observe par le pourcentage de score de perte de poids (1-5% jusqu’au 5-
10% dans certains cas), il provogue également des signes cliniques tels que des
saignements rectaux, diarrhée deés les premiers jours, une colite ulcéreuse sévere, erythéme
et erosion. Ainsi I’installation de la maladie (IAM) est présente dés le premier jour pour
certaines souris (souris 2 et 5).
-Lot référence : en observant les scores calculés, les symptdmes indésirables (perte du
poids, diarrhée sévere) étaient remarqués des les premiers jours. Présence d’ulcéres,
érythéme et érosion dans la plupart des cas. L’installation de la maladie est apparu dés le
deuxiéme jour. Le traitement des souris par le dexaméthasone n’a pas réduit vraiment les
dommages causés.
-Lot essai : I’apparition des signes cliniques des colites a progressivement diminué au bout
des 7 jours tel que le gain de poids corporel, la consistance des selles est devenu normal et
présence légere des ulcéres. L’installation de la maladie a disparu au 7™ jour.
En comparaison entre les différents lots le IAM des souris du lot essai présente un score
significativement plus faible que ceux du lot référence. On déduit que I’extrait éthanolique
a un effet plus efficace par rapport au dexaméthasone.
On a remarqué une amelioration dans le lot référence par rapport a celui d’acide acétique.
Les symptomes étaient moins severes au bout du 7°™ jours, ainsi le IAM est faible.
Les substances presentent dans I’extrait comme les polyphénols pourraient jouer un réle
protecteur vis-a-vis de I’inflammation colique.
A partir de nos observations macroscopiques, on peut déduire que les polyphénols peuvent
avoir un effet sur I’installation de I’ulcération. L’effet protecteur des polyphénols sur la
RCH a été confirmé par de récentes études expérimentales (Aboura, 2017; Yeganeh et al,
2018).
L'utilisation des polyphénols dans le traitement des MICIs a été signalée comme un
traitement préventif possible par plusieurs études démontrant un retard perceptible dans le
développement de la maladie (Romier-Crouzet et al, 2009).
111.2. Observation microscopique

L’histologie a pour but I’obtention des coupes fines colorées d’un tissu biologique

observable au microscope optique (Venteo and Velot, 2010). Dans le but de confirmer les
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résultats obtenus lors des observations macroscopiques des colons, une étude histologique
réalisée sur les échantillons prélevés a permis de mieux évaluer I’activité anti-rectocolite
de I’extrait éthanolique.

Cette évaluation est basée sur le changement architectural de la muqueuse,

I’infiltration des neutrophiles, la destruction des cryptes et la présence d’ulcérations.

Tableau XV : observation des microphotographies de la section histologique du fragment du célon

des souris des différents lots colorés avec Hématoxyline / Eosine.

48



Résultats et discussions

Tableau XVI : observation des microphotographies de la section histologique du fragment du
cblon des souris du lot essai atteint de la rectocolite induite par I’acide acétique, colorée avec

Hématoxyline / Eosine.

Essai Image Observation

Observation

Acide Destruction de
acétique I’épithélium,  une
infiltration des
cellules
immunitaires  au
niveau du chorion
et de I';edéme au
niveau des
muqueuse et sous-
mugqueuses.
Référence Une seule portion
nécrosée. légere
régénération de
I'épithélium,
réduction de
I'cedeme et des
cellules
inflammatoires.
Témoin Colon intact.

surface intacte des
entérocytes,

architecture

normale de
I’épithélium

glandulaire , de la
muqueuse et de la

SOu-muqueuse
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Essai Une forte infiltration des cellules
2 immunitaires  (réponse  immunitaire)

donc il y’a une réaction inflammatoire.
Essai légére régénération de I'épithelium de
3 surface et des cryptes réduction de

I'cedéme et des cellules inflammatoires.
Essai Nécrosé avec présence d’une infiltration
4 Iégere des lymphocytes.

L’acide acétique entraine un effet pro-inflammatoire au niveau de la muqueuse colique et a
pour conséquence la génération des espéces réactives de I’oxygene qui a leur tour, activent
le phénomeéne de peroxydation lipidique et aboutissent a la destruction de la muqueuse

(Thippeswamy et al, 2011).

Une infiltration des cellules immunitaires principalement les neutrophiles a été
retrouvée. Cette infiltration est la résultante de la libération des médiateurs de
I’inflammation (histamine, sérotonine...) qui activent I’endothélium vasculaire ce qui
induit I’augmentation de la capacité adhésive des neutrophiles et facilite leur migration

vers le site lésionnel (Stevens et al, 2004).

Le traitement par dexamethasone a minimisé les dommages coliques. Le tissu a gardé
un aspect régulier, semblable a I’aspect normal de la paroi colique retrouvé chez le lot

témoin non traité avec I’acide acétique.
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L’extrait éthanolique des graines de P. halepensis Mill présente un effet préventif vis-
a-vis de I’installation de I’ulcération. Cette observation a été confirmée au niveau
microscopique ou on a observé une diminution de I’infiltration des cellules inflammatoires.
L’administration de I’extrait éthanolique riche en polyphénols, aprés I’induction de colite,
a conduit a un abaissement de I’activité de la Myéloperoxydase, ceci peut suggérer I’effet
protecteur des polyphénols sur I’infiltration des granulocytes coliques. L'utilisation des
polyphénols dans le traitement des MICIs a été signalée comme un traitement préventif
possible par plusieurs études démontrant un retard perceptible dans le développement de la

maladie (Romier-Crouzet et al, 2009).
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Conclusion générale et perspectives

Notre étude et nos recherches bibliographiques nous ont permis de mieux connaitre les
graines de Pinus halepensis Mill, leur composition chimique et leurs éventuelles activités

biologiques, qui n'ont pas fait I'objet d'études approfondies.

L'objectif scientifique de ce projet était d'étudier in vitro et in vivo I’activité anti-

inflammatoire par différentes méthodes des deux extraits aqueux et éthanolique.

Le dosage des phénols totaux et des flavonoides révéle une dissimilitude dans les
teneurs des deux extraits examines. L’extrait éthanolique avait des teneurs plus élevées en
phénols totaux que I’extrait aqueux alors que ce dernier avait des teneurs plus élevées en

flavonoides que I’extrait éthanolique.

L'activité anti-inflammatoire des deux extraits était significative avec des valeurs
comparables aux références, ilsont montré un pouvoir inhibiteur de I’inflammation

provoquée par I’injection de la carragénine.

Ce travail a permis aussi de mettre en évidence les effets protecteurs de I’extrait des
graines de Pinus halepensis Mill sur le développement de I’inflammation colique induite
par I’acide acétique. Ces effets dépendent de sa composition polyphénoliques de I’extrait et

de son mode de préparation.

Ces résultats supportent I’utilisation ethno pharmacologique des graines de Pinus

halepensis Mill qui ont montré une constitution chimique riche en composés phénoliques.

Les graines de Pinus halepensis Mill ayant fait I'objet de trés peu d'étude scientifique
cela reste une étude préliminaire qui nécessite des études complémentaires et approfondies

dont de nombreuses perspectives peuvent étre envisagé :

« ldentifier les principaux composes responsables de cette activité en effectuant une
isolation guidée par celle-ci

o  Utiliser d’autres concentrations pour les tests in vivo déja réalisés.

e Poursuivre les études sur I'échelle moléculaire pour mieux comprendre le mecanisme
d'action de ces médicaments traditionnelles et les utilisé en médicine moderne par la

détermination des mécanismes d'interaction entre les molécules et les cellules cibles.
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Annexe N° 01

Acide ga“ique y =2,3214x + 0,0349
R? =0,9987
0,3

0,25
0,2
0,15

0,1

AbsorbanCE a 765

0,05

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentration de I'acide gallique en mg/ml

Figure 01 : Courbe d’étalonnage du standard acide gallique utilisé dans le dosage des polyphénols
totaux.

Annexe N° 02

Quercétine y = 35,927 + 0,0015
R?=0,9998
08
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

absorbance a 420

0,1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
concentration de la quercétine en mg/ml

Figure 02 : Courbe d’étalonnage du standard Quercétine utilisé dans le dosage des flavonoides.
Annexe N°03
1. Préparation de la solution de carragénine

Pour la préparation de la solution de carragénine, 0,5 g de la carragénine est ajouté
progressivement a 25 ml d’eau distillée et ajuster le volume a 50 ml avec d’eau distillée.
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2. Préparation de la solution de référence

Pour la préparation de cette solution, un comprimé d’lbuproféne (400 mg) a été dissout dans
200 ml d'eau physiologique.

Annexe N° 04
Méthode de pieds a coulisse
Extrait aqueux

Tableau I : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot témoin.

souris poids TO 1h 2h 3h 4h

S1 24 1,15 1,92 1,74 1,66 1,59
S2 22 1,97 2,21 2,14 2,05 1,65
S3 23 1,27 2 1,71 2,06 1,75
S4 25 1,67 2,78 2,64 2,48 1,91
S5 25 1,50 1,97 1,69 1,62 1,52
Moyenne / 151 2,15 1,98 1,97 1,68

Tableau Il : mesure de I’cedeme des pattes des souris du lot référence.

souris poids TO 1h (mm) 2h (mm) 3h (mm) 4h (mm)
S1 23 1,61 1,83 1,26 1,24 1,17
S2 28 1,81 2,52 2,01 2,00 1,74
S3 24 1,09 1,75 1,61 151 1,43
S4 25 1,95 2,03 1,73 1,52 1,41
S5 25 1,43 1,30 1,58 1,44 1,32
moyenne / 1,58 1,88 1,64 1,54 1,41

Tableau I11: mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot essai.

souris poids initial 1h 2h 3h 4h

S1 24 1,15 1,74 1,66 1,50 1,71
S2 22 1,51 1,63 1,63 1,49 1,39
S3 23 1,27 1,55 1,67 1,40 1,33
S4 25 1,16 1,45 1,34 1,55 1,56
S5 25 1,59 2,03 1,59 1,53 1,50
moyenne / 1,34 1,68 1,58 1,49 1,50
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Extrait éthanolique

Tableau IV : mesure de I’cedeme des pattes des souris du lot témoin.

souris poids TO 1h 2h 3h 4h

S1 24 1,15 1,92 1,74 1,66 1,59
S2 22 1,97 2,21 2,14 2,05 1,65
S3 23 1,27 2 1,71 2,06 1,75
S4 25 1,67 2,78 2,64 2,48 191
S5 25 1,50 1,97 1,69 1,62 1,52
Moyenne / 1,51 2,15 1,98 1,97 1,68

Tableau V : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot référence.

souris poids T0 1h 2h 3h 4h

S1 23 161 1,83 1,26 1,24 1,17
S2 28 1,81 2,52 2,01 2,00 1,74
S3 24 1,09 1,75 1,61 1,51 1,43
34 25 1,95 2,03 1,73 1,52 141
S5 25 1,43 1,30 1,58 1,44 1,32
moyenne / 1,58 1,88 1,64 1,54 1,41

Tableau VI : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot essai.

souris poids initial 1h 2h 3h 4h

S1 21 0,99 1,47 1,59 1,29 0,93
S2 22 1,07 1,74 1,63 1,60 1,47
S3 20 1,33 1,59 1,53 1,47 1,32
S4 22 1,17 181 1,62 1,42 1,33
S5 19 1,22 1,23 1,20 1,20 1,20
moyenne / 1,16 1,57 1,51 1,40 1,25

Meéthode de couper les pattes
Extrait aqueux

Tableau VII : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot témoin.

souris Poids des pattes droites Poids des pattes gauches
1 0,076 0,115

2 0,062 0,109

3 0,080 0,103

4 0,084 0,125

5 0,068 0,095

moyenne 0,0758 0,109

% d’oedéme 47,30

% de réduction 0%
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Tableau V111 : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot référence.

souris Poids pattes droites Poids pattes gauches
1 0,130 0,160

2 0,120 0,160

3 0,125 0,170

4 0,150 0,20

5 0,170 0,155

moyenne 0,133 0,169

% d’oedéme 21,58%

% de réduction 51,31%

Tableau X : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot essai.

souris Pattes gauches Pattes droites
S1 0,175 0,132

S2 0,129 0,125

S3 0,153 0,124

S4 0,156 0,123

S5 0,138 0,119
Moyenne 0,150 0,125

% d’oedéme 20%

% réduction 57,72%

Extrait éthanolique

Tableau X : mesure de I’cedéme des pattes des souris du lot témoin.

souris Poids des pattes droites Poids des pattes gauches
1 0,076 0,115

2 0,062 0,109

3 0,080 0,103

4 0,084 0,125

5 0,068 0,095

moyenne 0,0758 0,109

% d’oedéme 47,30

% de réduction 0

Tableau X1 : mesure de I’cedeme des pattes des souris du lot référence.

souris Poids pattes droites Poids pattes gauches
1 0,130 0,160

2 0,120 0,160

3 0,125 0,170

4 0,150 0,20

5 0,170 0,155

moyenne 0,133 0,169

% d’oedéme 21,58

% de réduction 51,31




Tableau X1 : mesure de I’cedeme des pattes des souris du lot essai.

Annexes

souris Pattes gauches Pattes droites
S1 0,137 0,128

S2 0,146 0,141

S3 0,134 0,127

S4 0,136 0,128

S5 0,131 0,138
Moyenne 0,136 0,132

% d’oedéme 3,03

% de réduction 93,59

Annexes 05 :
Tableau XI11: observation des signes cliniques du lot acide acétique.
J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
our
Poids (g
Sl 36 34D M
S2 38 35D 34D 33 32 SM 31D 30D
S3 30 29D 28D I\[3I
S4 32 31 RAS | 31 Al 32 SM, Al 31Al 30 D 29D
S5 38 34D 31D 31 Al 31SM 31 SM 31 SM
S6 36 33D M
S7 38 33 SM 32 RAS 32H 30 Al 31D 30D
Moyenne |35,43 32,71 D 22,29 D 18,28 Al 17,/781 17,57 D 17,14 D
Al/SM
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Tableau XI1V: observation des signes cliniques du lot essai.

Jour J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
Poids (
S1 37 34 RAS 34 SM 31D 30 RAS M
S2 33 31D 31D 29D M
S3 34 33 (RAS) | 32RAS 32 (RAS) | 34RAS 34 RAS 34 RAS
S4 33 32 34 (RAS) 33D 32 RAS 31 RAS 30 RAS
S5 35 34D 31D M
S6 36 34D 31D M
S7 28 30D M
Moyenne | 33,71 32,57D 27,57D 17,85D 13,71 9,28 RAS| 9,14
RAS RAS
Tableau XV: observation des signes cliniques du lot référence
Jour J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
Poids
S1 38 38 SM 37 SM 36 Al 34H 33 SM 31 SM
S2 38 35 SM 32D 31D 30D 28 RAS 28 RAS
S3 38 36D 35D 32 SM M M
S4 38 33D 32D 32D M M
S5 38 38 SM 39D 37Al 34D 36 SM 37 RAS
S6 36 37 SM 36D 35D M M
S7 40 37D 34D 33D 32 Al 32 SM 32 RAS
Moyenne 38 36,28 SM 35D 33,71D 18,57 D 18,43 SM | 18,29 RAS




Résumé

Le pin d’Alep est une espece appartenant exclusivement au bassin méditerranéen, il est
considéré comme une source importante de composés bioactifs qui posseéde plusieurs vertus
grace a sa richesse en composés phénoliques. La présente étude a pour objectif d’évaluer les
propriétés anti-inflammatoires des extraits aqueux et éthanolique des graines de Pinus
halepensis Mill in vivo. Les résultats de dosage montrent la richesse d’extrait éthanolique en
phénols totaux (6,55 + 0,31 mg EAG/ g E) par rapport a ’extrait aqueux (5,77 £ 0,29 mg
EAG/ g E), contrairement aux flavonoides qui est plus riche en extrait aqueux (0,94 + 0,27
mg EQ/ g E) qu’a celui d’extrait éthanolique (0,63 = 0,03 mg EQ/ g E). Les résultats obtenus
a l'issu du test anti-inflammatoire montre que 1’extrait éthanolique est plus efficace que
I’extrait aqueux dans 1’étude de la méthodes pieds a coulisse dont le pourcentage de
réduction est de 80,87 % et 70,53 % respectivement, c’est ce qui est aussi observé dans la
méthode couper des pattes dont le pourcentage de réduction est de I’ordre 93,59 % et 57,72
%. Les résultats de I’évaluation de ’activité intestinale rectocolite a révélé que 1’extrait
éthanolique, des graines de P. halepensis Mill, améliore de fagon remarquable les
symptomes causés suite a I’injection de 1’acide acétique chez les souris in vivo. A la lumiére
de ces résultats, nous suggérons I’utilisation de cette plante ou de ces composants dans la
prévention de plusieurs pathologies.
Mots clés : Pinus halepensis Mill, ployphénols, Activité anti-inflammatoire, rectocolite,.

Abstract

The Aleppo pine is a species belonging exclusively to the Mediterranean basin, it is
considered as an important source of bioactive compounds which has several virtues due to
its richness in phenolic compounds. The purpose of this study is to evaluate the in vivo anti-
inflammatory properties of the aqueous and ethanolic extracts of Pinus halepensis Mill
seeds. The assay results show the richness of ethanolic extract in total phenols (6.55 + 0.31
mg EAG / g E) compared to the aqueous extract (5.77 £ 0.29 mg EAG / g E), unlike
flavonoids which is richer in aqueous extract (0.94 + 0.27 mg EQ / g E) than in that of
ethanolic extract (0.63 = 0.03 mg EQ / g E). The results obtained at the end of the anti-
inflammatory test show that the ethanolic extract is more effective than the aqueous extract
in the study of the calipers methods whose reduction percentage is 80.87% and 70, 53%
respectively is what is also observed in the method of cutting legs whose percentage
reduction is of the order of 93.59% and 57.72%. The evaluation of intestinal rectocolitis
shows that the ethanolic extract, from the seeds of P. halepensis Mill, remarkably improves
symptoms caused by the injection of acetic acid into mice in vivo. In light of these results,
we suggest the use of this plant or these components in the prevention of several pathologies.

Key words: Pinus halepensis Mill, ployphenols, Anti-inflammatory activity, rectocolitis.
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